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          1. Einleitung 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Einleitung  2   
1.1 Kardiovaskuläre Erkrankungen 
1.1.1 Eine Definition 
Die Weltgesundheitsorganisation WHO definiert kardiovaskuläre Erkrankungen als 
eine Gruppe von Funktionsstörungen des Herzens und der Blutgefäße. Sie treten in 
verschiedenen Manifestationsformen, wie z.B. der koronaren Herzerkrankung, 
zerebrovaskulären Erkrankungen, peripheren arteriellen Erkrankungen oder 
kongenitalen Herzerkrankungen ebenso wie tiefen Beinvenen-Thrombosen und 
Lungenembolien auf.  
 
1.1.2 Epidemiologie 
Kardiovaskuläre Erkrankungen stellen weltweit die häufigste Todesursache dar.  In 
den westlichen Industrienationen repräsentieren sie trotz der aus den 
epidemiologischen Erkenntnissen des letzten Jahrzehnts abgeleiteten 
Therapieempfehlungen noch immer die Haupttodesursache in der Bevölkerung. 
Weltweit starben 2005 laut WHO 17 Millionen Menschen an den Folgen 
kardiovaskulärer Erkrankungen. Diese Todesfälle repräsentieren 30 % der globalen 
Gesamtmortalität (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs317/en/index.html). 
Allein in Deutschland standen im Jahr 2005 die Herzkreislauferkrankungen mit 
830.277 Todesfällen an erster Stelle der Todesursachenstatistik (http://www.g-i-s-
a.de/res.php?id=609).  
 
 
                   
          
 
Abb. 1-1: Verteilung der 
weltweiten Gesamtmortalität 
verschiedener Krankheits-
gruppen im Jahr 2005. 
(http://www.who.int/chp/chronic_dis
ease_report/contents/part2.pdf)   
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Zu den Ursachen für kardiovaskuläre Erkrankungen zählen Fehlernährung, 
physische Inaktivität und Rauchen. Aus diesen „änderbaren“ Risiken resultieren bei 
chronischem Fehlverhalten erhöhter Blutdruck, erhöhte Blutglukose-Spiegel, erhöhte 
Blutfett-Werte, Übergewicht und Fettleibigkeit (Corti et al., 2004). Mehr als 80 % der 
Todesfälle aufgrund koronarer oder zerebrovaskulärer Erkrankungen sind diesen 
Risiken zuzuschreiben. Darüber hinaus werden auch sozioökonomische 
Determinanten als Ursachen diskutiert, weil chronische Erkrankungen häufig auch 
eine Reflektion starker Zwänge wie Globalisierung, Urbanisierung und Altern der 
Bevölkerung sind; auch Armut und Stress zählen hierzu.  
Prospektiv werden 2030 geschätzte 23,6 Millionen Menschen an den Folgen 
kardiovaskulärer Ereignisse – vor allen Dingen an der koronaren Herzerkrankung 
und Schlaganfällen – versterben (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/ 
fs317/en/index.html), was die Gruppe dieser Erkrankungen nicht nur retrospektiv, 
sondern auch in Zukunft zur häufigsten Todesursache macht. 
 
1.2 Arterielle Blutgefäße 
1.2.1 Aufbau und Funktion der Blutgefäße 
Die Ätiologie kardiovaskulärer Erkrankungen ist vor allen Dingen auf Veränderungen 
in Aufbau und Funktion von Blutgefäßen zurückzuführen.  
Blutgefäße des Menschen sind von innen nach außen dreigliedrig aufgebaut und 
setzen sich aus der Tunica intima, der Tunica media und der Tunica externa 
zusammen. 
 
 
    
 
Abb. 1-2: Aufbau eines arteriellen 
Blutgefäßes. Ein Gefäß wird zu seiner 
luminalen Seite hin von Endothelzellen 
ausgekleidet, die von einer Basalmembran 
und einer membrana elastica umgeben 
sind und gemeinsam als Tunica intima 
bezeichnet werden. Die sich zur Peripherie 
anschließende Tunica media setzt sich aus 
glatter Muskulatur und einem sie 
umgebenden elastischen Bindegewebe 
zusammen; den Abschluss bildet die 
Tunica externa, die aus Bindegewebe und 
Kollagenfasern besteht und kleine Gefäße 
enthält (http://de.encarta.msn.com/media_ 
121634784_721569796-1_1/Aufbau_von_ 
Blutgefäßen.html). 
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Die Tunica intima besteht aus einer einzelligen Schicht von Endothelzellen, die von 
einer subendothelialen Basalmembran und elastischem Bindegewebe umgeben ist 
(Kojda G, 2002; Alberts B, 2002). Das Endothel ist das größte endokrine Organ des 
menschlichen Körpers und kann bei einem Erwachsenen eine Fläche von bis zu   
350 m2 einnehmen (Pries et al., 2000). Die Gesamtzahl von Endothelzellen im 
menschlichen Blutgefäßsystem wird auf 1011 geschätzt (Sporn & Huber, 2001). Die 
Endothelzellen grenzen zur luminalen Seite hin die Tunica media, die aus mehreren 
Schichten ringförmig angelegter, glatter Gefäßmuskelzellen und deren extrazellulärer 
Matrix (EZM) aufgebaut ist, von dem fließenden Blut ab. Die glatten Muskelzellen in 
der Tunica media beeinflussen den Gefäßradius über Relaxation und Kontraktion. 
Die den glatten Muskelzellen unterliegende Tunica externa (auch Tunica adventitiae) 
besteht zum größten Teil aus Fibroblasten, enthält außerdem Bindegewebe, 
Kollagengitter und Gefäßwandnerven und stellt den Kontakt zum umliegenden 
Gewebe her (Alberts B, 2002; Gawaz et al., 2005). 
 
1.2.2 Das Endothel und Stickstoffmonoxid (NO) 
Das Endothel hat aber in Form der Abschirmung der Tunica media vom fließenden 
Blut nicht nur strukturell-funktionelle Aufgaben, sondern produziert mit 
Stickstoffmonoxid (NO) einen wichtigen vasoaktiven Mediator. NO ist ein 
physiologisch wichtiges, körpereigenes Radikal (Ignarro et al., 1999; Murad, 1996). 
Es wird durch NO-Synthasen (NOS) gebildet, die L-Arginin zu Citrullin und NO 
umsetzen (Palmer et al., 1988). Im Körper sind verschiedene Isoformen der NO-
Synthasen (neuronale, induzierbare und endotheliale NOS) mit verschiedenen 
Funktionen verbreitet. Die unterschiedlichen Synthasen regulieren z.B. den 
Vasotonus, die Thrombozytenaggregation oder die Erregungsübertragung im ZNS. 
Innerhalb des kardiovaskulären Systems ist die wichtigste NOS-Isoform die 
endotheliale NOS (eNOS). Sie kommt in den Endothelzellen, die das Gefäß von 
innen auskleiden, membrangebunden vor (Garcia-Cardena et al., 1996). Bei intaktem 
Endothel werden endotheliale M3-Rezeptoren durch Acetylcholin aktiviert, was 
nachfolgend zu einer Aktivierung der eNOS führt. Von der eNOS gebildetes NO 
aktiviert die lösliche Guanylatzyklase (sGC), die aus Guanosintriphosphat (GTP) 
zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) als sekundären Botenstoff synthetisiert. 
cGMP aktiviert zwei spezifisch cGMP-abhängige Proteinkinasen (PKG I und PKG II), 
die durch Phosphorylierungsreaktionen die verschiedenen Effekte von NO vermitteln 
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(Mittal & Murad, 1982; Schultz et al., 1977). Die Freisetzung von NO führt u.a. zur 
Relaxation der Gefäße (Drexler et al., 1992) und so beispielsweise zu einer 
Regulation des Blutdrucks.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Senkung eines pathologisch erhöhten Blutdrucks, der ein wesentlicher 
Risikofaktor für die Entstehung kardiovaskulärer Erkrankungen ist, verringert 
Häufigkeit und Schwere kardiovaskulärer Ereignisse (Kannel, 2000) und ist daher ein 
wichtiger Bestandteil der vasoprotektiven Wirkung von NO. Zusätzlich wirkt NO 
antiadhäsiv (Kubes et al., 1991), antiproliferativ (Scott-Burden & Vanhoutte, 1993) 
und auch antioxidativ (Balla et al., 1992; Recalcati et al., 1998). Eine verminderte 
NO-Bioverfügbarkeit ist Zeichen der endothelialen Dysfunktion und ist assoziiert mit 
einem erhöhten Risiko für kardiovaskuläre Erkrankungen wie Atherosklerose 
(Lerman et al., 2005). 
 
1.3 Atherosklerose 
1.3.1 Definition der Atherosklerose 
Atherosklerose wird im Volksmund häufig als „Arterienverkalkung“ bezeichnet, ein in 
dieser Definition vermeintlich statischer Zustand, in dem es durch Verengung und 
Abb. 1-3: Molekulare Mechanismen der durch NO vermittelten Vasorelaxation. Die endotheliale NO-Synthase 
(eNOS) befindet sich in Endothelzellen. Sie wird durch Scher- und Dehnungskräfte, durch Acetylcholin und Bradykinin 
aktiviert. Nach Aktivierung bildet sie aus L-Arginin und Citrullin NO, das wiederum die lösliche Guanylatzyklase (sGC) 
aktiviert. Diese stellt aus Guanosintriphosphat (GTP) zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) her, das die 
Proteinkinase G (PKG) aktiviert (Quelle: Oppermann, 2006).
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Versteifung der Arterien zu Durchblutungsstörungen kommen kann. Die Erkrankung 
„Atherosklerose“ ist aber kein statischer, steifer Zustand, sondern ein dynamischer 
Prozess, der sich als chronisch inflammatorisches Ereignis skizzieren lässt, das aus 
Interaktion zwischen modifizierten Lipoproteinen, Makrophagen, T-Zellen und 
zellulären Elementen der arteriellen Gefäßwand resultiert. Dieser inflammatorische 
Prozess kann zu einer Intimahyperplasie führen, die das Gefäßlumen verengt (Glass 
et al., 2001) und zu Ischämie des Herzens, des Gehirns oder der Extremitäten führen 
und in einen Infarkt münden kann. Herzinfarkt und Schlaganfall stellen dabei die akut 
lebensbedrohlichen Symptome eines unter Umständen jahrzehntelangen Prozesses 
der Pathogenese einer Atherosklerose (Atherogenese) dar.  
 
1.3.2 Pathogenese der Atherosklerose 
Im 19. Jahrhundert existierten zwei Hypothesen, um die Pathogenese der 
Atherosklerose zu erklären: Die „Inkrustationstheorie“ von Rokitansky (1852) und die 
„Lipidhypothese“ von Virchow (1856) (Fuster et al., 2005). Diese Hypothesen 
fokussierten sich auf Fibrin-Depositionen, Lipidakkumulation und Bildung 
extrazellulärer Matrix. Virchow verwandte in seiner Hypothese zum ersten Mal auch 
die Bezeichnung „endarteritis deformans“, schaffte so eine Verbindung zu 
inflammatorischen Geschehnissen und legte die Basis für die „response-to-injury“-
Hypothese von Russell Ross, die mehr als ein Jahrhundert später entstand. Die 
„response-to-injury“-Hypothese besagt, dass der erste Schritt der Atherogenese, der 
der Entstehung atherosklerotischer Läsionen vorausgeht, die Dysfunktion des 
Endothels ist (Ross, 1999). Diese – im Allgemeinen als „endotheliale Dysfunktion“ 
bezeichnete – Veränderung der Vasoreaktivität beruht auf einem Mangel an 
bioaktivem NO·. Durch die sehr schnelle Reaktion (Geschwindigkeitskonstante: 6,7 x 
109 M-1/s-1) (Goldstein et al., 1995) von NO· mit O2-· zu Peroxynitrit (OONO-) (Kojda et 
al., 1999) wird endogenes NO· abgefangen, wodurch dessen vasoprotektive 
Funktionen in der Gefäßwand gehemmt werden (Munzel et al., 2000). Peroxynitrit 
selber hat ebenfalls negative Konsequenzen für die Gefäßfunktion, da es die eNOS 
entkoppeln kann (Kuzkaya et al., 2003), d.h. aus einem NO-bildenden Enzym wird 
ein Enzym, das Superoxidanionen produziert. Peroxynitrit hemmt darüber hinaus 
auch die Guanylatzyklase und Prostazyklinsynthese, die für die Vasodilatation 
ebenfalls von großer Bedeutung sind. 
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Neben erhöhtem vaskulären „oxidativen Stress“ durch die Bildung oxidativer 
Sauerstoffradikale wie O2-· und der Reaktion zu Peroxynitrit kann eine Dysfunktion 
des Endothels auch durch hohe Konzentrationen modifizierten LDLs (Griendling et 
al., 1997; Morel et al., 1988; Navab et al., 1996) oder durch vollständige Disruption 
bestimmter Bereiche des Endothels (Ross et al., 1973) induziert werden. Außerdem 
impliziert eine endotheliale Dysfunktion eine erhöhte Permeabilität für 
Plasmalipoproteine (Ross, 1999). Darüber hinaus wird durch die Aufregulation 
bestimmter scherstressresponsiver Gene in diesen Bereichen die normale 
endotheliale Hämostase (weiter) gestört und es resultiert eine erhöhte Expression 
von (Leukozyten)-Adhäsionsmolekülen wie z.B. Selektinen, interzellulären 
Adhäsionsmolekülen (ICAMs) und vaskulären Zell-Adhäsionsmolekülen (VCAMs). 
Dies führt zur Adhäsion, Migration und Akkumulation von Monozyten und T-Zellen 
und zu den frühesten Ausprägungsformen atherosklerotischer Läsionen, den 
sogenannten „fatty streaks“ (Ross, 1999), die schon in Kleinkindern nachweisbar sind 
(Napoli et al., 1997). Charakteristisch ist ihre Zusammensetzung aus Lipid-beladenen 
(Aufnahme oxidierter LDL-Partikel) Monozyten/Makrophagen (sogenannten 
Schaumzellen) und T-Lymphozyten (Stary et al., 1994). Im späteren Verlauf 
migrieren auch glatte Muskelzellen aus der Gefäßwand in die Bereiche der „fatty 
streaks“. Die Progression von „fatty streaks“ zu intermediären und fortgeschrittenen, 
komplizierten, atherosklerotischen Läsionen geht einher mit der Ausbildung einer 
„fibrotischen Kappe“ (Paulsson et al., 2000; Ross, 1999) und kann als eine Art 
fibrotische Antwort auf die Schädigung des Gefäßendothels verstanden werden. 
Durch Ausbildung der fibrotischen Kappe, die u.a. aus glatten Muskelzellen besteht, 
wird die sich entwickelnde Läsion vom Gefäßlumen separiert. Die Läsion selber 
bildet mit Fortschreiten einen nekrotischen Kern aus, der das Resultat apoptotischer 
und nekrotischer Prozesse, erhöhter proteolytischer Aktivität und Lipidakkumulation 
ist. Parallel zu diesen im Plaque stattfindenden Ereignissen dehnt sich ein Plaque – 
durch eine kontinuierliche Adhäsion von Leukozyten und ihr Einwandern in die 
Läsion – immer von den Schulterbereichen her aus (Ross, 1999). 
 
1.3.3 Von der Atherosklerose zur Thrombose – Plaqueinstabilität 
Obwohl ischämischen Symptomen eine zunehmende Verengung des Gefäßlumens 
zugrunde liegt, resultieren akute kardiovaskuläre Ereignisse wie Myokardinfarkt oder 
Schlaganfall häufig aus Rupturen fortgeschrittener atherosklerotischer Läsionen 
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(Davies et al., 1993; Lee et al., 1997). So legt auch die Analyse humaner 
atherosklerotischer Gefäße die Vermutung nahe, dass die Evolution fortgeschrittener, 
komplizierter Läsionen häufig repetitive Zyklen von Mikrohämorrhagie und 
Thrombose einschließen (Glass et al., 2001). Zwei Mechanismen können isoliert 
oder gemeinsam eine Plaqueruptur bewirken. Der erste Mechanismus beruht auf rein 
physikalischen Kräften und greift meist dort, wo die fibrotische Kappe sehr dünn, 
massiv mit Schaumzellen infiltriert und deshalb am schwächsten ist (Davies et al., 
1993; Fuster et al., 2005; Lee et al., 1997). Der Prozess der Plaqueruptur ist jedoch 
nicht rein mechanischer Natur. Auch zelluläre Prozesse spielen eine wichtige Rolle. 
Der zweite Mechanismus, der zu einer Plaqueruptur führen kann, impliziert somit 
einen aktiven Prozess im Plaque selber. Evidenzen hierfür wurden in Atherektomien 
von Patienten mit akutem Koronarsyndrom gefunden. Die histopathologische 
Analyse der atherosklerotischen Auflagerungen zeigte, dass diese u.a. sehr reich an 
Makrophagen sind (Moreno et al., 1994), welche wiederum in der Lage sind, 
extrazelluläre Matrix durch die Sekretion proteolytischer Enzyme wie z.B. 
Matrixmetalloproteinasen (MMPs) zu degradieren (Carmeliet, 2000; Galis et al., 
1994; Shah et al., 1995; Shah et al., 2001). Tatsächlich ko-lokalisieren MMPs in den 
Atherektomien mit Makrophagen (Galis et al., 1994), was die Hypothese, dass 
Makrophagen eine Rolle für die Plaqueinstabilität spielen, unterstützt.  
 
 
 
 
 
 
 
Plaque-Ruptur           Ausdünnung der            Hämorrhagie aus         
                 fibrotischen Kappe        Plaque-Mikrogefäßen 
Abb. 1-4: Plaque(in)stabilität und ihre Folgen. Kontinuierlicher Influx von Monozyten (und deren Aktivierung) führt zur 
Sekretion von Matrixmetalloproteinasen. Das wiederum führt zur Degradation extrazellulärer Matrix und zur Ausdünnung 
der fibrotischen Kappe. Folgen können eine Plaqueruptur und nachfolgend arterielle Thrombosen sein (Quelle: Ross, 
1999).   
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Plaqueinstabilität und -ruptur sind also häufig Folgen der Degradation extrazellulärer 
Matrix im Bereich der fibrotischen Kappe. 
 
1.4 Extrazelluläre Matrix 
1.4.1 Bestandteile und Funktionen der extrazellulären Matrix 
Die extrazelluläre Matrix (EZM) wurde ursprünglich als inerte Substanz angesehen, 
deren einzige Aufgabe es ist, Geweben mechanische Stabilität zu verleihen. EZM ist 
aber weitaus mehr als ein bloßer Stabilisator. Sie ist in zahlreiche zelluläre Prozesse, 
wie Adhäsion, Migration, Proliferation und Regulation der Genexpression, involviert 
(Bissell et al., 1982; Gospodarowicz et al., 1978; Yamada, 1983). Ein 
Hauptbestandteil der extrazellulären Matrix sind Proteoglykane, die eine wichtige 
Funktion in der Zell-Matrix-Adhäsion (Cole et al., 1986; Cole et al., 1985; Koda et al., 
1984; Laterra et al., 1980; Laterra et al., 1983; Saunders et al., 1988) und Gesamt-
EZM-Architektur (Hook et al., 1984; Wight, 1980) einnehmen.  Eine interessante und 
wichtige Eigenschaft von Proteoglykanen ist ihre Fähigkeit, andere 
Matrixkomponenten wie z.B. Fibronektin, Laminin und Thrombospondin zu binden 
(Frazier, 1987; Hook et al., 1984; Laurie et al., 1986; Sakashita et al., 1980; 
Saunders et al., 1988; Yamada, 1983) und Gewebeintegrität zu verleihen. 
Proteoglykane setzen sich aus einem Kernprotein mit einer oder zwei gebundenen 
Glykosaminoglykanketten zusammen (Ballinger et al., 2004). Glykosaminoglykane 
(GAGs) sind lange, unverzweigte Polymere aus sich wiederholenden 
Disaccharideinheiten (Pardue et al., 2008). Die Disaccharideinheiten der GAG-Ketten 
werden intrinsisch karboxyliert und können dann enzymatisch weiter sulfatiert 
werden, so dass sie bei physiologischem pH negativ geladen sind (Wight, 1989). Die 
verschiedenen Typen der GAGs unterscheiden sich in ihren 
Dissacchariduntereinheiten, den glykosidischen Bindungen, dem Außmaß an 
Sulfatierung und der Art des Kernproteins, das kovalent an die 
Polysaccharideinheiten gebunden sein kann (Pardue et al., 2008). Die Disaccharide 
sind wiederum aus einer Hexuronsäure (D-Glukuronsäure, L-Iduronsäure) und einem 
Hexosamin (D-Galaktosamin oder D-Glukosamin) aufgebaut. Einen Sonderfall stellt 
Keratansulfat dar, das aus D-Galaktose und einem Hexosamin aufgebaut ist.  
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In Abhängigkeit von den Untereinheiten ihrer Disaccharide und der Verknüpfung 
zwischen ihren Disaccharideinheiten werden Glykosaminoglykane in vier 
verschiedene Gruppen eingeteilt:  
 
(1) Hyaluronsäure (HA),  
(2) Chondroitinsulfat (CS) und Dermatansulfat (DS),  
(3) Heparansulfat (HS) und Heparin (H),  
(4) Keratansulfat (KS) 
 
Tab. 1-1: Einteilung der Glykosaminoglykane basierend auf ihren Disaccharideinheiten und den Verknüpfungen 
zwischen den Disaccharideinheiten.  
Gruppe    Abkürzung       erste Einheit                      zweite Einheit           Verknüpfung 
1   HA          D-Glukuronsäure N-Acetyl-D-Glukosamin     β 1-4 
2   CS      D-Glukuronsäure          N-Acetyl-D-Galaktosamin     β 1-4 
          DS      D-Glukuronsäure/        N-Acetyl-D-Galaktosamin     β 1-4 
        L-Iduronsäure* 
3   HS      D-Glukuronsäure/         N-Acetyl-D-Glukosamin     α 1-4 
        L-Iduronsäure* 
          H      D-Glukuronsäure/         N-Acetyl-D-Glukosamin     α 1-4 
        L-Iduronsäure* 
4   KS      D-Galaktose            N-Acetyl-D-Glukosamin     β 1-3 
*L-Iduronsäure entsteht durch Epimerisierung von D-Glukuronsäure an der Carboxy-Gruppe 
 
 
1.4.2 Hyaluronsäure 
1.4.2.1 Aufbau und Funktionen 
Hyaluronsäure (Hyaluronan, HA) ist ein einzigartiges Mitglied der GAG-Familie, da es 
weder sulfatiert noch an ein Kernprotein gebunden ist (Pardue et al., 2008). HA ist 
ein lineares Glykosaminoglykan aus alternierenden [-β (1, 4)-Glukuronsäure -β (1, 3)-
N-Acetylglukosamin-]n Einheiten (Vigetti et al., 2009) und wird nicht wie andere 
Glykosaminoglykane durch Sulfatierung, Epimerisierung oder N-Acetylierung 
modifiziert. 
Einleitung  11   
 
 
 
 
Ursprünglich wurde Hyaluronsäure als Bestandteil des Glaskörpers des Auges 
beschrieben (Meyer & Palmer, 1934). Natürlich kommt sie außerdem in der 
extrazellulären Matrix von Binde-, Epithel- und Nervengeweben vor; darüber hinaus 
findet man sie in der Gelenkflüssigkeit, im Knorpel, in Blutgefäßen, in der Haut und 
der Nabelschnur (Pardue et al., 2008). Entsprechend ihres abundanten Vorkommens 
in verschiedenen Geweben spielt HA auch eine wichtige Rolle in der 
Embryonalentwicklung (Schoenfelder et al., 2003), verleiht strukturelle Integrität und 
ist in Signaltransduktionsprozesse involviert (Pardue et al., 2008). Außerdem ist HA 
an der Initiation und Progression verschiedener pathologischer Vorgänge wie 
Atherosklerose und Thrombose, aber auch Angiogenese beteiligt.  
 
1.4.2.2 Synthese 
Die biologischen Funktionen von HA sind an ihr Molekulargewicht und an 
Interaktionspartner geknüpft (Fischer & Schrör, 2007). Das Molekulargewicht der 
Hyaluronsäure wird auf Ebene der Synthese und vor allen Dingen durch 
nachfolgende enzymatische Degradation determiniert. HA ist, ihre Biosynthese 
betreffend, innerhalb der Proteoglykane einzigartig, weil sie nicht wie alle anderen 
Glykosaminoglykane im Golgi-Apparat synthetisiert und dann durch Exozytose 
exportiert wird. HA wird von HA-Synthasen (HASen), die in der Plasmamembran 
lokalisiert sind, aus aktivierten UDP-Zuckern zusammengesetzt und mit dem 
Wachsen der HA-Kette in den Extrazellulärraum extrudiert (Prehm, 2006;         
 -β (1, 4)-D-Glukuronsäure -β (1, 3)-N-Acetyl-D-Glukosamin (GlcNAc) 
Abb. 1-5: Aufbau von Hyaluronsäure. Hyaluronsäure besteht aus alternierenden [-β (1, 4)-Glukuronsäure -β  (1, 3)-N-
Acetylglukosamin-]n Einheiten. 
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Prehm, 1984). Eine HA-Kette kann eine Größe von bis zu 2 x 104 kD oder 2 x 105 
Monosacchariden erreichen und bis zu 25 µm lang werden. Das macht HA zu einem 
der größten extrazellulären Moleküle. Die HAS-Isoenzyme sind Glykosyltransferasen, 
die in der Plasmamembran von bakteriellen und eukaryotischen Zellen lokalisiert sind 
(DeAngelis, 1999). In Säugetieren existieren drei HAS-Isoformen, HAS1, HAS2 und 
HAS3. Es ist beschrieben, dass die unterschiedlichen Synthasen in Säugetieren HA 
unterschiedlicher Kettenlänge und verschieden hohen Molekulargewichts 
synthetisieren: HAS1 und HAS3 synthetisieren HA mit einem Molekulargewicht von  
2 x 105 – 2 x 106 Da, während HAS2 extrem lange HA-Polymere von mehr als           
2 x 106 Da synthetisiert (Itano et al., 1999). Eben diese HAS2-Isoform spielt in der 
Embryonalentwicklung eine entscheidende Rolle: Eine genetische Deletion von 
HAS2 verursachte in Mäusen eine embryonale Letalität an Tag 9,5, die auf 
Malformationen des Herzens und des Gefäßbettes zurückzuführen waren 
(Camenisch et al., 2000). Bemerkenswerterweise verursachte die Deletion der 
HAS1- und HAS3-Gene keinen offensichtlichen Phänotyp, noch waren HAS1 und 
HAS3 in der Lage, den Verlust von HAS2 zu kompensieren. Dies sind eindeutige 
Hinweise für die differentielle Regulation und Funktion der HAS-Isoenzyme während 
der Entwicklung (Fischer & Schrör, 2007).  
 
1.4.2.3 Enzymatische Degradation 
Im Menschen sind 5 verschiedene Hyaluronidasen bekannt: Hyal1, Hyal 2, Hyal 3, 
Hyal 4 und PH20 (Csoka et al., 2001). Ein sechstes Mitglied dieser Familie, Phyal1, 
ist ein Pseudogen, das nicht translatiert wird (Stern et al., 2006b). Hyal 1 und Hyal 2 
sind die Hyaluronidasen, die den wesentlichen Teil der HA-Katabolisierung in 
somatischen Geweben bewerkstelligen. Hyal 2 ist ein GPI-verankertes 
Plasmamembranprotein, das hochmolekulare HA in 20 kDa-Fragmente spaltet, 
während Hyal1 ein lysosomales Enzym mit einem pH-Optimum im sauren Bereich 
ist, das HA vornehmlich in Tetrasaccharide degradiert. Die Größe der HA-Polymere 
ist – wie bereits erwähnt – entscheidend für ihre biologische Aktivität. 
Hochmolekulare HA mit einer Größe von  4 x 102 bis 2 x 104 kDa hat eine Reihe von 
Aufgaben, die von Hydratisierung des Gewebes und Volumenexpansion bis hin zu 
anti-apoptotischen Effekten, die über NFκB und CD44 mediiert sind (Fieber et al., 
2004; Wolf et al., 2001), reichen. Die Fragmentierung von HA durch Hyaluronidasen 
führt in letzter Konsequenz zu HA-Fragmenten, deren biologische Rolle sich 
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drastisch von der hochmolekularer HA unterscheidet (Stern et al., 2006a). HA-
Fragmente sind angiogen, proinflammatorisch und stimulieren Immunantworten 
(Powell et al., 2005). Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass hochmolekulare 
(HMW)-HA homeostatische Funktionen hat, während eine Degradation von HA eher 
eine Art „Gefahrensignal“ in Antwort auf Gewebsverletzung und Inflammation 
darstellt (Stern et al., 2006a).  
 
1.4.3 Hyaladherine 
Mit HA interagierende Moleküle, die auch Hyaladherine genannt werden, binden HA 
spezifisch über HA-Bindedomänen (Day et al., 2002). So kann HA als polyvalentes 
Substrat für die Bindung von Proteoglykanen, wie z.B. Aggrekan im Knorpel 
(Margolis et al., 1994) und Versikan in Blutgefäßen (Yao et al., 1994), oder Nicht-
Proteoglykan-Hyaladherinen, wie z.B. Tumor-Nekrose-Faktor stimuliertes Gen 6 
(TSG-6) (Lee et al., 1992), dienen. In Abhängigkeit von Menge und Art der 
Hyaladherine kann HA nicht-kovalent zu großen perizellulären und extrazellulären 
Netzwerken verbunden werden. Die so etablierte lockere und hoch hydratisierte HA-
Matrix hat wichtige Funktionen in der Gewebe-Homeostase, bestimmt 
biomechanische Eigenschaften und beeinflusst den zellulären Phänotyp durch 
Interaktion mit zellulären HA-Rezeptoren (Fischer & Schrör, 2007).  
 
1.4.4 HA-Rezeptoren 
HA-Rezeptoren stellen eine weitere Ebene der Komplexität der durch HA mediierten 
biologischen Effekte dar. In glatten Gefäßmuskelzellen (VSMC) interagiert HA mit 
seinen Rezeptoren CD44 und RHAMM (receptor of HA mediated motility) und 
aktiviert diese. CD44 und RHAMM sind in Signaltransduktionswege involviert, die 
proliferative, migratorische und anti-apoptotische Aktivitäten von HA einschließen. 
CD44 ist ein integrales Membranprotein, das extensivem Splicing unterliegt (Bajorath 
et al., 1998). Viele Effekte von HA auf zelluläre Phänotypen und biologische 
Prozesse einschließlich Adhäsion, Migration, Proliferation und Angiogenese 
involvieren von CD44 abhängige Signaltransduktionsprozesse und eine 
Reorganisation des Zytoskeletts (Bourguignon et al., 1998; Fujita et al., 2002). 
RHAMM ist auf der Zelloberfläche lokalisiert, konnte aber auch in intrazellulären 
Kompartimenten wie dem Zytoplasma, dem Zytoskelett, Mitochondrien und sogar im 
Zellkern nachgewiesen werden (Assmann et al., 1998; Mohapatra et al., 1996). Auf 
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der Oberfläche lokalisiertes RHAMM dient als Ko-Rezeptor für integrale 
Membranproteine, wie den PDGF-Rezeptor und aktiviert eine Reihe von 
Signaltransduktionswegen, einschließlich der Aktivierung von src, fokalen 
Adhäsionskinasen (FAK) und extrazellulär regulierter Kinase (ERK1/2). 
 
1.4.5 Hyaluronsäure bei Atherosklerose und Thrombose 
Atherosklerose und Restenose sind durch massive Veränderungen in Gehalt und 
Verteilung von Hyaluronsäure charakterisiert (Toole et al., 2002). In frühen 
experimentellen Läsionen konnte in Tieren gezeigt werden, dass der Gehalt an 
Hyaluronsäure dramatisch ansteigt (Helin et al., 1971; Wight et al., 1983). In diesen 
frühen Läsionen ist Hyaluronsäure massiv um proliferierende und migrierende, 
arterielle, glatte Gefäßmuskelzellen (VSMCs) angereichert (Chajara et al., 1996; 
Chajara et al., 2000; Riessen et al., 1996; Savani et al., 1995). Die Akkumulation von 
Hyaluronsäure geht dabei häufig mit einem Anstieg von HA-assoziierten Molekülen, 
wie Versikan (Geary et al., 1998; Nikkari et al., 1994; Wolf et al., 1994), TSG-6 (Ye et 
al., 1997) und CD44 (Jain et al., 1996), einher. Darüber hinaus ist Hyaluronsäure 
auch in Regionen atherosklerotischer Läsionen angesiedelt, die inflammatorische 
Zellen wie Makrophagen und Lymphozyten enthalten (Evanko et al., 1998; Levesque 
et al., 1994). Die Extravasation von Leukozyten aus dem Blut in die Gefäßwand wird 
durch HA unterstützt: Auf der Oberfläche von Endothelzellen über CD44 (Nandi et 
al., 2000) oder RHAMM (Lokeshwar et al., 2000) gebundene HA interagiert während 
dieses Prozesses spezifisch mit CD44 auf der Leukozytenoberfläche (DeGrendele et 
al., 1996; Mohamadzadeh et al., 1998; Siegelman et al., 1999) und ermöglicht so 
eine Rekrutierung von Leukozyten. Diese Beobachtungen schreiben HA eine 
entscheidende Rolle zu Beginn der inflammatorischen Phase zu, von der 
angenommen wird, dass sie entscheidenden Einfluss auf die Etablierung 
atherosklerotischer Läsionen hat (Ross, 1999). Das Vorkommen von HA in 
makrophagenreichen Regionen des Plaques (Evanko et al., 1998; Levesque et al., 
1994) unterstützt die Hypothese, dass sie die inflammatorische Phase akzellerieren 
könnte, indem sie als Substrat für Makrophagen dient und so zu einer Retention von 
Immunzellen führt (Toole et al., 2002). Hyaluronsäure ist auch in Plaques mit 
Lipiddepositionen zu finden (Evanko et al., 1998; Levesque et al., 1994). In vitro-
Untersuchungen konnten zeigen, dass HA über hydrophobe Wechselwirkungen mit 
Phospholipiden interagiert (Pasquali-Ronchetti et al., 1997). Eine hohe Konzentration 
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solcher Moleküle, die Gewebe aufweichen und quellen lassen, können zu einer 
Schwächung des Plaques führen und ihn für eine Ruptur anfälliger machen (Toole et 
al., 2002). So wird HA auch als pro-thrombogene Matrixkomponente diskutiert: 
Beobachtungen von Kolodgie et al. haben gezeigt, dass eine massive Akkumulation 
von HA an der luminalen Seite humaner, erodierter Plaques, die fatale 
Koronarthrombosen verursachten, vorhanden war (Kolodgie et al., 2002). 
 
1.5 Thrombose 
Thrombosen resultieren meist aus der Ruptur instabiler, atherosklerotischer Plaques. 
In Koronaratherektomien von Patienten mit instabiler Angina pectoris konnte neben 
der Kolokalisation von Makrophagen mit MMPs auch eine starke Korrelation 
zwischen Makrophagen und dem Glykoprotein „tissue factor“ (TF) gezeigt werden 
(Moreno et al., 1996). Prinzipiell initiiert TF die extrinsische Koagulationskaskade und 
wird als Haupt-Regulator von Koagulation, Homeostase und Thrombose angesehen 
(Nemerson, 1988).  
 
1.5.1 Die Gerinnungskaskade 
TF formt einen hoch-affinen Komplex mit Faktor VII (Banner et al., 1996; Rauch et 
al., 2001). Hierdurch kommt es zur Aktivierung von FVII zu FVIIa. Der TF/FVIIa-
Komplex katalysiert dann durch proteolytische Spaltung von Faktor X in Gegenwart 
von Calciumionen die Aktivierung zu Faktor Xa, aktiviert aber auch Faktor IX zu FIXa 
und schafft damit die Voraussetzung zur Bildung eines membrangebundenen, 
intrinsischen Tenase-Komplexes aus FIXa und FVIII. Dieser Tenase-Komplex kann 
FX ebenfalls zu FXa aktivieren, wodurch die Menge aktivierten Faktors X amplifiziert 
wird. Die Aktivierung eines weiteren Gerinnungsfaktors, des Faktors V, führt zur 
Entstehung eines membrangebundenen Komplexes aus FVa, FXa und Prothrombin, 
dem Prothrombinase-Komplex, durch den schließlich die Spaltung und Aktivierung 
von Prothrombin (FII) zu Thrombin (FIIa) vermittelt wird. Diese Verknüpfung 
unterschiedlicher Aktivierungsvorgänge und die dadurch entstehende Amplifizierung 
des ursprünglichen Signals führt nach einem Trauma zu einem schnellen 
Blutungsstillstand (Davie et al., 1964; Mann, 1999; Mann et al., 1990; McFarlane et 
al., 1964). 
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Neben der Aktivierung der Gerinnungskaskade über den extrinsischen Weg kann die 
sekundäre Homeostase auch über einen zweiten, intrinsischen Weg, das 
Kontaktphasensystem, ausgelöst werden (Kaplan, 1978). Bei der Kontaktaktivierung 
wird FXII durch den Kontakt mit negativen Ladungen der subendothelialen Matrix 
und mit den aktivierten Thrombozytenoberflächen des primären Thrombus über 
einen selbstaktivierenden Mechanismus in FXIIa überführt und kann dadurch 
inaktives Präkallikrein zu aktivem Kallikrein spalten. Kallikrein wiederum kann 
seinerseits in einem Komplex mit hochmolekularem (HMW)-Kininogen (HK) an 
negativ geladenen Zelloberflächen FXII ebenfalls zu FXIIa aktivieren (Schousboe, 
1993; Shore et al., 1987; Wiggins et al., 1979). Dieser positive 
Rückkopplungsmechanismus führt zu einer hohen Konzentration von FXIIa, der FXI 
zu FXIa spaltet. Substrat für den Faktor XIa ist der Faktor IX, der in Gegenwart von 
Calciumionen und Phospholipiden analog zur Aktivierung durch den Tissue-Faktor-
Faktor-VIIa-Faktor-Xa-Komplex proteolytisch zu Faktor IXa aktiviert wird 
(Kontaktphasenkomplex). An dieser Stelle konvergieren das intrinsische und 
extrinsische System der Gerinnungsaktivierung, und über den oben beschriebenen 
intrinsischen Tenase-Komplex (FVIIIa/FIXa) kommt es ebenfalls zu einer FX-
Aktivierung (Schmaier et al., 1999; Silverberg et al., 1980; Thompson et al., 1979). 
Sowohl über den extrinsischen als auch über den intrinsischen Weg gebildetes 
Thrombin kann dann Fibrinogen in Fibrin-Monomere spalten, die durch die 
thrombinaktivierte Transglutaminase FXIIIa zu Fibrin-Polymeren vernetzt werden 
(Fenton et al., 1988). Das entstehende Fibrin-Gerinnsel dient der Verstärkung des 
primären Wundverschlusses der aggregierten Blutplättchen. 
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1.5.2 Plaqueruptur versus Plaqueerosion 
In 30 % bis 40 % der Fälle, in denen koronare Thrombosen auftreten, kann jedoch 
keine Plaque-Ruptur identifiziert werden. Neben Rupturen können Plaque-Erosionen 
zu arteriellen Thrombosen führen. Die Abgrenzung beider Ereignisse erfolgt über 
histopathologische Merkmale (Arbustini et al., 1999). So wird ein rupturierter Plaque 
über das Vorhandensein eines luminalen Thrombus in Kontinuität mit dem 
nekrotischen Kern des eigentlichen Plaques sowie eine unterbrochene fibrotische 
Kappe definiert. Charakteristisch für erodierte Plaques hingegen ist eine klare 
Abgrenzung vom Plaque (Diskontinuität), der zwar dysfunktionelle Endothelzellen 
Abb. 1-6: Mechanismen der Thrombose. 
Unter pathologischen Bedingungen mit 
endothelialer Dysfunktion führt die 
Sezernierung von TF zur Induktion der 
extrinsischen Koagulationskaskade über 
Bildung eines Komplexes mit Faktor VIIa. 
Der intrinsische Weg der 
Gerinnungsaktivierung wird über eine 
Autoaktivierung von Faktor XII nach Kontakt 
mit negativen Ladungen der 
subendothelialen Matrix und den aktivierten 
Thrombozytenoberflächen des primären 
Thrombus initiiert. Schließlich führen beide 
Wege zu einer Bildung von Thrombin, das 
Fibrinogen zu Fibrin spaltet, dessen 
Vernetzung zu einer Stabilisierung eines 
Thrombus führt. Modifiziert nach: 
http://www.gerinnung-igs.at/igs-home.htm 
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aufweist, aber keine Verletzung der fibrotischen Kappe erkennen lässt (Farb et al., 
1996).  
 
 
                          
 
 
 
 
 
 
Interessanterweise ist die Prävalenz einer Plaqueerosion bei Frauen im Vergleich zu 
Männern signifikant erhöht. Diese Beobachtung legt die Vermutung nahe, dass sich 
Plaques bei Frauen morphologisch von denen bei Männern unterscheiden, oder, 
dass selbst in sehr ähnlichen Läsionen das thrombogene Potential bei Frauen höher 
ist als bei Männern (Arbustini et al., 1999; Farb et al., 1996). 
 
1.6 Hormone bei Atherosklerose und Thrombose 
1.6.1 Epidemiologische Erkenntnisse 
Neben der erhöhten Inzidenz von Plaqueerosionen bei Frauen zeigt die Analyse von 
Mortalitätsdaten für Myokardinfarkt (MI), Schlaganfall und venöse Thromboembolien 
durch die Weltgesundheitsorganisation (WHO), dass die Mortalität aufgrund 
kardiovaskulärer Ereignisse bei Frauen mit dem Alter signifikant ansteigt. Die MI-
Mortalität ist z.B. in Amerika zwar insgesamt zweimal höher als im westpazifischen 
Bereich, aber prinzipiell gilt, dass sie im gebärfähigen Alter (1-7/1x105 pro Jahr bei 35 
bis 44 Jahre alten Frauen) niedrig ist; prämenopausale Frauen haben ein 3-5fach 
reduziertes Risiko im Vergleich zu Männern. Ähnliches gilt für die Schlaganfall-
Mortalität, die mit 12/1x105 30 - 50 % der Häufigkeit bei Männern entspricht (2006). 
Nach der Menopause nähert sich das kardiovaskuläre Risiko von Frauen dem von 
Männern an (Mendelsohn et al., 1999). Die Menopause ist mit einem Verlust an 
endogenen, ovariellen Steroiden (Estrogenen und Gestagenen) assoziiert. Weil 
neben der Prävalenz von kardiovaskulären Erkrankungen aber auch die der 
A B 
*
Abb. 1-7: Plaqueruptur und Plaqueerosion. Eine Plaqueruptur ist gekennzeichnet (A) durch eine Verletzung in der 
fibrotischen Kappe (markiert durch den gelben Stern), durch die der thrombogene Kern dem Blutstrom exponiert wird. 
(B) Erodierte Plaques hingegen sind durch eine klare Abgrenzung von Thrombus und Plaque gekennzeichnet und 
zeigen keine Ruptur der fibrotischen Kappe von Plaques (Quelle: Arbustini et al., 1999). 
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Osteoporose bei postmenopausalen Frauen ansteigt, ist es nahe liegend, dass ein 
Abfall endogener Estrogenspiegel eine entscheidende Rolle in der Entwicklung 
dieser Erkrankungen bei alternden Frauen spielen könnte (Penckofer et al., 2003). 
Weil kardiovaskuläre Erkrankungen auch die Haupttodesursache bei Frauen in den 
westlichen Industrienationen sind, war der Gebrauch einer Hormonersatz-Therapie 
(HRT) oder einer Estrogen-Ersatztherapie (ERT) zur Primär- und 
Sekundärprävention zunächst logisch. Die Hormonersatztherapie ist eine 
Substitutionstherapie mit einem Estrogen und einem Gestagen und ist abzugrenzen 
von der Estrogen-Substitutionstherapie, bei der lediglich ein Estrogen alleine 
substituiert wird. Der Gebrauch der HRT stieg in den 1960ern und Mitte der 1990er 
Jahre exponentiell an und führte dazu, dass 1999 weltweit geschätzt 20 Millionen 
postmenopausale Frauen mit Hormonen substituiert wurden (Beral et al., 2002). Die 
Applikation der Hormone in der Substitutionstherapie lässt sich in drei Formen 
differenzieren: (i) Estrogen alleine, (ii) Estrogen plus kontinuierliches Gestagen oder 
(iii) Estrogen plus zyklisches Gestagen. Da Estrogene alleine mit einem erhöhten 
Risiko für Endometriumhyperplasie und -krebs verbunden sind, ist diese Anwendung 
auf Frauen beschränkt, die sich einer Hysterektomie unterzogen haben. Die 
Kombinations-HRT ist somit die Substitutionstherapie der Wahl für Frauen mit 
intaktem Uterus (Grady et al., 1992). Die zwei Hauptformen der substituierten 
Estrogenkomponente sind orale, konjugierte, equine Estrogene (CEE) und 
mikronisiertes Estradiol, aber auch transdermale Formen von 17-β-Estradiol sind 
verfügbar (Gomes et al., 2004). CEEs sind eine komplexe Mischung aus mindestens 
9 verschiedenen Estrogenen, von denen einige nicht bei Menschen vorkommen 
(Hoibraaten et al., 1999). 
 
1.6.2 Zellbiologische Untersuchungen 
Die vorstehend beschriebenen, epidemiologischen Erkenntnisse werden durch 
zellbiologische in vitro-Resultate unterstützt. Wie unter Punkt 1.3.2 auf den Seiten 6 
und 7 beschrieben, sind glatte Muskelzellen ein wichtiger Zelltyp, der mit 
fortschreitender Evolution der Plaques zunehmend in die Neointima 
atherosklerotischer Läsionen einwandert und so zu einer progressiven luminalen 
Verengung führen kann. Hinsichtlich des Einflusses von Estrogenen auf vaskuläre, 
glatte Gefäßmuskelzellen konnte in vitro gezeigt werden, dass 17-β-Estradiol die 
Migration glatter Muskelzellen als Antwort auf PDGF-BB reduziert (Dubey et al., 
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1999; Dubey et al., 2001). Neben der Migration wird auch die PDGF-BB induzierte 
Proliferation glatter Gefäßmuskelzellen durch Estrogene inhibiert (Dai-Do et al., 
1996; Vargas et al., 1993). PDGF-BB ist als Mitogen einer der Hauptfaktoren, die zu 
Atherosklerose und Restenose beitragen (Raines et al., 1996) und akkumuliert in 
atherosklerotischen Läsionen (Ross, 1993). Dementsprechend ist die durch Estradiol 
vermittelte Inhibition der Migration und Proliferation humaner, glatter 
Gefäßmuskelzellen möglicherweise maßgeblich daran beteiligt, dass die Ausbildung 
und Progression atherosklerotischer Läsionen inhibiert oder zumindest verlangsamt 
wird. So deuten diese an humanen Zellen in vitro erhobenen Daten auch auf eine 
atheroprotektive Rolle des Estradiols hin. 
 
1.6.3 Schlussfolgerungen aus Experimenten an Tiermodellen 
Neben den aus epidemiologischen Beobachtungen und zellbiologischen Resultaten 
gewonnenen Erkenntnissen konnten darüber hinaus auch Tierexperimente an Affen 
(Clarkson et al., 2001; Kavanagh et al., 2009) und Mäusen (Bourassa et al., 1996; 
Elhage et al., 1997; Elhage et al., 1998; Marsh et al., 1999) zeigen, dass eine 
Estrogensubstitution wahrscheinlich mit anti-atherosklerotischen Effekten einhergeht. 
In einer Untersuchung von Bourassa et al. reduzierte Estradiol die Atherosklerose bei 
Mäusen, wobei in dieser Studie mit 6, 14 und 28 µg Estradiol/Tag Dosierungen 
substituiert wurden, die die Substitutionsmengen zum Erreichen physiologischer 
Konzentrationen überschritten (Bourassa et al., 1996). Auch Marsh et al. konnten an 
Mäusen zeigen, dass die Substitution von Estrogenen atheroprotektive Wirkungen 
entfaltet (Marsh et al., 1999). Elhage et al. konnten nach Estradiolsubstitution eine 
Inhibition der Ausbildung von „fatty streaks“ beobachten (Elhage et al., 1997). In 
diesen Untersuchungen wurden die Hormone allerdings nicht wie in den vorher 
zitierten Arbeiten für einen Zeitraum von 90 Tagen, sondern lediglich über 60 Tage 
substituiert und die Tiere wurden nicht mit einer die Atherosklerose 
beschleunigenden Western-Diät gefüttert, sondern erhielten normales Futter. 
 
1.6.4 Paradoxon – Protektion vs. Destruktion  
1.6.4.1 Die Rolle von Gestagenen 
Dennoch konnten zwei kontrollierte, randomisierte Humanstudien keinen protektiven 
Effekt einer Hormonersatztherapie zeigen, weder für die primäre Prävention (WHI) 
(Rossouw et al., 2002), noch für die sekundäre Prävention (HERS)                   
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(Hulley et al., 1998). Deshalb wurde die Annahme, dass Estrogene uneingeschränkt 
atheroprotektiv seien, verworfen. Man geht heute davon aus, dass Estrogene nur bei 
jungen Frauen, wenn sie früh nach der Menopause substituiert werden, protektiv 
wirken, während die Substitution von Frauen mit fortgeschrittener Atherosklerose 
Jahre oder Jahrzehnte nach der Menopause nachteilige Auswirkungen haben könnte 
(„Timing“-Hypothese) (Barrett-Connor, 2007).  
Im Estrogen-Arm der WHI-Studie konnte keine Inhibition von kardiovaskulären 
Erkrankungen gezeigt werden (Anderson et al., 2004) und in der Gruppe, die CEE 
und das Gestagen Medroxyprogesteronacetat (MPA) erhielt, wurde sogar ein 
erhöhtes Risiko für kardiovaskuläre Erkrankungen beschrieben. Das könnte darauf 
hindeuten, dass MPA in atherogene Prozesse und evtl. Atherothrombose involviert 
sein könnte (Rossouw et al., 2002). Das Verständnis von Gestagenen jedoch wird 
durch die Tatsache verkompliziert, dass viele Derivate entwickelt wurden, die sich in 
der Aktivierung oder Antagonisierung der verschiedenen Steroidrezeptoren 
unterscheiden.  
 
1.6.4.2 Medroxyprogesteronacetat (MPA) 
Es stellt sich die Frage, ob die potentiell negativen Effekte des MPA substanzbedingt 
sind oder einen Klasseneffekt der Gestagene darstellen. Es ist bekannt, dass 
Koagulation und Fibrinolyse durch Estrogene beeinflusst werden. Vergleicht man den 
Effekt von CEE und CEE/MPA auf verschiedene homeostatische Faktoren, konnte 
jedoch kein unvorteilhafter Effekt durch die Addition des Gestagens auf durch CEE 
induzierte Veränderungen beobachtet werden (Lobo et al., 2001; Nozaki et al., 
1999). Auf der anderen Seite konnte gezeigt werden, dass MPA den 
Thrombinrezeptor in der Gefäßwand aufreguliert (Herkert et al., 2001). Seine 
Aktivierung durch Thrombin spielt eine wichtige Rolle in der Entwicklung von 
Atherosklerose und Thrombose. So könnte MPA maßgeblich an einer Steigerung der 
prokoagulatorischen und vasokonstriktorischen Aktivität atherosklerotischer Arterien 
beteiligt sein (Kuhl, 1996). Neben glukokortikoiden Partialeffekten zeigt MPA anti-
androgene Aktivität, was dazu führen könnte, dass positive anti-atherogene 
Estrogeneffekte inhibiert werden könnten. MPA wird zusätzlich zur HRT auch bei 
prämenopausalen Frauen als Kontrazeptivum und zur Behandlung verschiedener 
gynäkologischer Beschwerden wie Endometriose, polyzystischem Ovarialsyndrom 
und Oligomenorrhoe verwendet (Cullins, 1996). Deshalb ist es von nicht zu 
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unterschätzender gesundheitspolitischer Relevanz, die Effekte von MPA und 
Estradiol – alleine und in Kombination – auf Atherosklerose und Atherothrombose zu 
evaluieren und so die Effekte auf kardiovaskuläre Erkrankungen besser zu 
verstehen. Nur so kann das Problem der Nutzen/Risiko-Abwägung bei der 
Entscheidung der Frage, ob man Frauen mit einer Hormonersatztherapie behandeln 
sollte, um Osteoporose vorzubeugen und wechseljahrestypische Beschwerden zu 
reduzieren, gelöst werden (Arnal et al., 2004). 
 
 
 
 
 
 
 
In diesem Kontext sind neue Tierexperimente erforderlich, die – vor dem Hintergrund 
der epidemiologischen Erkenntnisse – eine mechanistische Aufklärung des 
aufgezeigten Paradoxons und eine Entwicklung weiterführender Therapiestrategien 
ermöglichen.  
 
1.7 Das Tiermodell „Maus“ und seine Bedeutung für Atherosklerose und 
Thrombose 
Wie sich an ihrer Verwendung für die Erforschung der verschiedensten Krankheiten, 
deren genetischen Ursachen, deren Pathogenese, deren molekularen Mechanismen 
oder deren Pharmakotherapie manifestiert, sind Tiermodelle für biomedizinische 
Forschungszwecke von enormer Wichtigkeit (Daugherty, 2002). Die Maus hat sich 
dabei zu einem „Schlüsselorganismus“ entwickelt, um Fortschritte im Verständnis 
von Genen und Signaltransduktionskaskaden zu erzielen, die in Krankheitsprozesse, 
u.a. in vaskulär-pathologische Prozesse der Atherogenese, involviert sind (Malakoff, 
2000). Wurde zu Beginn ein Großteil der Atherosklerose-Forschung an Kaninchen, 
Schweinen oder nicht-humanen Primaten durchgeführt, wird heute überwiegend das 
Modell „Maus“ zur Aufklärung derartiger Fragestellungen verwendet. Die geringe 
Abb. 1-8: Strukturformel von Medroxyprogesteronacetat (MPA).
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Größe der Tiere, die kurze Generationszeit, die relativ einfache Pflege und die 
Verfügbarkeit von genetisch definierten Inzuchtstämmen, um genetische 
Abweichungen zu minimieren, machen die „Maus“ zu dem am häufigsten 
verwendeten, experimentellen (Tier-)Modell für atherosklerotische Fragestellungen 
(Daugherty, 2002; Malakoff, 2000). 
 
1.7.1 Die ApoE-defiziente Maus 
Die sich in Mäusen mit einer Inaktivierung des Apolipoprotein E (ApoE)-Gens – unter 
entsprechenden diätischen Bedingungen – entwickelnden atherosklerotischen 
Läsionen ähneln sowohl einfachen als auch komplexen humanen Läsionen 
(Rosenfeld et al., 2000).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Das Apoliprotein E ist ein wichtiger Mediator für den Transport und die metabolische 
Clearance von zirkulierendem Cholesterol (Wang, 2005). Ist das ApoE-Polypeptid 
dysfunktionell oder nicht vorhanden, steigen die Spiegel zirkulierenden Cholesterols 
an (Piedrahita et al., 1992; Plump et al., 1992). Mit einem Anteil von mehr als 70 % 
befindet sich bei ApoE-/--Mäusen der größte Teil der Plasmalipide in VLDL-Partikeln, 
während die kleineren Lipoproteinfraktionen LDL und HDL den weitaus geringeren 
Teil ausmachen (Bourassa et al., 1996). Der bekannteste Phänotyp von ApoE-
defizienten Mäusen sind Hyperlipidämie und eine nicht zuletzt dadurch bedingte 
spontane Entwicklung von Atherosklerose (Daugherty, 2002).  
lipidreiche 
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  Darm 
 
  
 
 
 
  Chylomikrone 
ApoE 
  
 
ApoE-enthaltende 
Chylomikron-Reste 
LpL-
vermittelte 
Lipolyse 
Sekretion 
Lipid-reicher 
Chylomikronen 
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Zirkulation 
 ApoEr
Interaktion von - an Chylomikron-
Reste gebundenem - ApoE  mit         
ApoE-Rezeptoren (ApoEr)
  
 
Clearance von - mit der 
Nahrung aufgenommenen - 
Lipiden aus der Zirkulation 
 
 
Abb. 1-9: Zusammenfassung der Rolle von ApoE bei der Clearance von Chylomikron-Resten und VLDL aus der 
Zirkulation. Mit der Nahrung über den Darm aufgenommene Lipide werden als Chylomikrone in die Zirkulation 
sezerniert. Dort findet eine partielle Lipolyse durch eine Plasmalipoprotein-Lipase (LPL) auf der Oberfläche von 
Endothelzellen statt. Auf die Lipolyse folgend binden Chyolmikrone an ApoE und werden so in „Chylomikron-Reste“ 
konvertiert. Die ApoE-enthaltenden Chylomikron-Reste werden dann von der Leber und anderen peripheren Geweben 
über den ApoE-Rezeptor (ApoEr) gebunden, internalisiert und so aus der Zirkulation eliminiert (modifiziert nach Kypreos 
et al., 2009). 
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1.7.2 Mausmodelle der Thrombose 
Wie schon beschrieben, sind thrombotische Komplikationen vaskulärer 
Erkrankungen die Haupttodesursache in industrialisierten Ländern (Thom et al., 
2006). Das Wissen über die Entstehung eines Thrombus gewinnt zunehmend an 
Komplexität, ist aber noch nicht vollständig aufgeklärt. Um die Entstehung eines 
Thrombus weitestgehend vollständig charakterisieren zu können, sind in vivo-
Modelle von Nöten, die es ermöglichen, die verschiedenen Komponenten und deren 
Interaktion zu analysieren (Westrick et al., 2007). Mittlerweile sind mehrere Modelle 
für arterielle und venöse Thrombosen in Mäusen beschrieben worden, von denen 
hier zwei Modelle vorgestellt werden.  
 
1.7.2.1 Eisen(III)-chlorid-Modell der arteriellen Thrombose 
Die Verwendung von Eisen(III)-chlorid als thrombogenes Agens hat sich zu einer 
allgemeinen Methode zur Analyse von – einer Thrombose zugrunde liegenden – 
Mechanismen in transgenen Mäusen entwickelt (Day et al., 2004). 1944 wurde 
Eisen(III)-chlorid erstmals auf die vena cava inferior appliziert, um eine Thrombose 
zu induzieren (Reimann-Hunziker, 1944). 1990 wurde diese Methode für die arteria 
carotis communis der Ratte von Kurz et al. adaptiert und wurde seither in zahlreichen 
Untersuchungen zur Evaluation verschiedenster Fragestellungen verwendet (Kurz et 
al., 1990). 
 
1.7.2.2 Photochemisch induzierte, arterielle Thrombose 
Reaktive Sauerstoffspezies tragen zur Schädigung des Endothels bei und führen so 
zu Atherosklerose und Thrombose (Vandeplassche et al., 1990). Die Fähigkeit des 
photosensitiven Farbstoffes Rose Bengal (Tetrachlorotetraiodofluorescein), reaktive 
Sauerstoffspezies zu produzieren, ist bekannt (Wilson et al., 1991). Deshalb können 
Sauerstoffradikale – nach Aktivierung von Rose Bengal – genutzt werden, um den 
Prozess der endogenen Schädigung des Endothels zu imitieren und so effektiv fokal 
vaskulären Schaden zu induzieren, der zur Entstehung von Thrombosen führt 
(Westrick et al., 2007). Rose Bengal ist insbesondere wegen seiner hohen 
photochemischen Effizienz und seiner niedrigen systemischen Toxizität für in vivo-
Experimente geeignet (Wilson et al., 1991). Es wird typischerweise injiziert und ist bis 
zu seiner Aktivierung bei einer Wellenlänge von 543 nm inert (Westrick et al., 2007). 
Die Aktivierung des – nach Injektion systemisch zirkulierenden – Rose Bengals 
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induziert die Freisetzung von Singulettsauerstoff und Peroxylradikalen an der Stelle, 
an der der Laser auf das Gefäß gerichtet ist. Es ist zu vermuten, dass dieses 
sauerstoffradikalbasierte Modell die angenommenen Vorgänge und Mechanismen 
der humanen arteriellen Thrombose eher imitiert als das Eisen(III)-chlorid-Modell 
(Ambrosio et al., 1997). Darüber hinaus ist es wahrscheinlich, dass eine mildere 
Form der Gefäßverletzung induziert wird, da die Zeit bis zur stabilen Okklusion der 
entsprechenden Arterie signifikant länger ist als im Modell der durch Eisen(III)-chlorid 
induzierten Thrombose. Dies legt die Vermutung nahe, dass das Modell der 
laserbasierten photochemisch induzierten Thrombose das derzeit sensitivste Modell 
zur Detektion auch nur geringfügiger Unterschiede zwischen Faktoren ist, die die 
Thrombose beeinflussen (Westrick et al., 2007). 
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Hintergrund der Arbeit ist das einleitend beschriebene Paradoxon der postulierten 
Atheroprotektion einer Hormonersatztherapie, die in großen, randomisierten, 
klinischen Studien aber nicht validiert werden konnte. Daher ist es von großem 
gesundheitspolitischem Interesse, den tatsächlichen Einfluss einer 
Hormonersatztherapie auf das kardiovaskuläre Risiko zu evaluieren. Ziel der 
Doktorarbeit war es, ein Mausmodell zu etablieren, mit dem die Effekte einer HRT mit 
Estradiol in physiologischen Dosierungen und Medroxyprogesteronacetat (MPA) in 
Hinblick auf 
 
(a) Atherosklerose 
 
und 
 
(b) Atherothrombose 
 
dargestellt werden können, und  
 
(c) in diesem Modell die den jeweiligen Phänotypen zugrunde liegenden 
Mechanismen zu evaluieren. 
 
 
Darüber hinaus ist es bekannt, dass der Prozess der Atherosklerose durch eine 
massive Umverteilung und Reorganisation der extrazellulären Matrix, u.a. von 
Hyaluronsäure, charakterisiert ist. Auch die Migration und Proliferation glatter 
Gefäßmuskelzellen ist ein wichtiger zellulärer Vorgang im Zuge der Evolution 
atherosklerotischer Plaques, der durch Hyaluronsäure bestimmt wird. In diesem 
Kontext war es ein weiteres Ziel dieser Doktorarbeit, 
 
 
(d) in vitro den Einfluss von Estradiol auf die die Hyaluronsäure 
synthetisierenden Enzyme und die HA-Sekretion an humanen glatten 
Gefäßmuskelzellen zu analysieren.  
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3.1 Tierversuche 
3.1.1 Versuchstiere 
Die Genehmigung für alle in dieser Dissertation beschriebenen Tierversuche wurde 
entsprechend § 8 des Tierschutzgesetzes vom 25. Mai 1998 vom 
Regierungspräsidium Düsseldorf unter dem Aktenzeichen AZ 8.87-50.10.34.09 
erteilt. Die Ausgangstiere für die Zucht der in den nachfolgend beschriebenen 
Versuchen verwendeten transgenen Apolipoprotein E defizienten (ApoE-/-) Mauslinie 
wurden unter dem Stammnamen B6.129P2-Apoetm1Unc N11 von Taconic M&B 
Denmark bezogen und ursprünglich im Labor von Nobuya Maeda an der Universität 
von North Carolina entwickelt (Piedrahita et al., 1992). 
 
Die Zucht der transgenen Tierlinie erfolgte unter der Leitung von Frau Dr. Treiber, 
Leiterin der Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf, und unter 
der Leitung von Herrn Dr. Hilken, Leiter des Zentralen Tierlaboratoriums des 
Universitätsklinikums Essen. Die Tiere wurden unter standardisierten Bedingungen in 
Edelstahl- (Düsseldorf) bzw. IVC-Käfigen (Essen) bei 20 °C Raumtemperatur, einer 
relativen Luftfeuchtigkeit von 55 % ± 5 % und einem 12 h Tag-Nacht-Rhythmus mit 
Kunstlicht bei 300 Lux gehalten. Alle Tiere erhielten unter tierärztlicher Kontrolle 
Spezialfutter der Firma Sniff und entkeimtes Trinkwasser ad libitum aus Flaschen. 
 
3.1.2 Versuchsgruppen und -durchführung 
Für die Versuchsvorhaben wurden weibliche ApoE-/--Mäuse in sechs Gruppen 
eingeteilt. 
 
1. Gruppe: keine Ovariektomie (OVX), keine Substitution 
2. Gruppe: Ovariektomie, keine Substitution 
3. Gruppe: Ovariektomie, Plazebo-Substitution 
4. Gruppe: Ovariektomie,17-β-Estradiol (E2)-Substitution 
5. Gruppe: Ovariektomie, Medroxyprogesteronacetat (MPA)-Substitution 
6. Gruppe: Ovariektomie, E2- und MPA-Substitution 
 
Die Tiere aus Gruppe 1 wurden im Alter von 42 Tagen für einen Zeitraum von 12 
Wochen mit einer speziellen hochkalorischen Diät bestehend aus 21 % Butterfett und 
0,15 % Cholesterin („Western-Diät“) gefüttert. Die Tiere aus Gruppe 2 wurden im 
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Alter von 28 Tagen bilateral ovariektomiert und 2 Wochen im Anschluss an die 
Ovariektomie (im Alter von 42 Tagen) ebenfalls für 12 Wochen mit der „Western-Diät“ 
gefüttert. Das experimentelle Protokoll für die Gruppen 3 – 6 ist schematisch in 
Abbildung 3-1 dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
3.1.3 Operative Entfernung der Eierstöcke (Ovariektomie) 
Die endogene ovarielle Steroidhormon-Produktion weiblicher ApoE-/--Mäuse wurde in 
den Gruppen 2 – 6 durch eine operative Entfernung der Ovarien (Ovariektomie, 
OVX) im Alter von 28 Tagen depletiert. Vor dem mikrochirurgischen Eingriff wurden 
die Mäuse gewogen und mit einer Kombination aus 100 mg/kg 
Esketaminhydrochlorid (Pfizer, PARKE-Davis GmbH, Karlsruhe) und 5 mg/kg Xylazin 
(Bayer, Leverkusen) durch intraperitoneale Applikation anästhesiert. Eine 
ausreichende Narkosetiefe wurde anhand eines Ausbleibens des Lid- und 
Zwischenzehenreflexes validiert. Im Anschluss wurden die Mäuse auf einem 
Operationstisch fixiert. Daraufhin wurde dorsal, kurz oberhalb der unteren 
Extremitäten, eine ca. 1,5 cm lange Inzision entlang der Körperachse vorgenommen. 
Das Peritoneum wurde vorsichtig vom Fell präpariert und durch zwei kleine 
Einschnitte links und rechts der Körperachse auf einer Länge von 1 cm eröffnet. Mit 
einer Pinzette wurden die Ovarien vorgelagert und am Übergang zum Uterushorn 
abgetrennt. Das Uterushorn wurde in die Bauchhöhle reponiert und diese beidseitig 
mit einem resorbierbaren Faden der Stärke 5.0 (Johnson & Johnson, Norderstedt) 
verschlossen. Der Schnitt entlang der Körperachse wurde mit einem ebenfalls 
resorbierbaren Faden der Stärke 4.0 verschlossen. Die äußere Naht wurde mit 
Betaisodona-Lösung (Mundipharma GmbH, Limburg) desinfiziert. Zur postoperativen 
Analgesie wurden 5 mg/kg Carprofen (Pfizer, Berlin) s.c. injiziert. Die Carprofen-
Abb. 3-1: Experimentelles Design. Weibliche ApoE-defiziente Mäuse wurden im Alter von 28 Tagen bilateral 
ovariektomiert und zwei Wochen darauf (Alter: 42 Tage) durch subkutane Implantation von Pellets, die Plazebo, 
Estrogen, Gestagen oder Estrogen/Gestagen enthielten, substituiert. Während des Substitutionszeitraumes von 12 
Wochen wurden die Tiere mit einer hochkalorischen Diät („Western-Diät“) gefüttert. Im Alter von 132 Tagen wurde die 
Fütterung terminiert und die Analyse der Tiere hinsichtlich verschiedener Parameter durchgeführt. 
12 Wochen Western-Diät 
Alter 
   Geburt             28          42                                                                                              132   (Tage) 
    OVX  Substitution 
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Gabe wurde über einen Zeitraum von 3 Tagen 1x täglich wiederholt, so dass von 
einer guten analgetischen Therapie ausgegangen werden konnte. 
 
3.1.4 Subkutane Implantation hormonfreisetzender Pellets 
Die Substitution ovariektomierter, weiblicher ApoE-/--Mäuse mit Estrogen/Gestagen-
Kombinationen wurde via subkutaner Implantation hormonfreisetzender Pellets der 
Firma Innovative Research of America (Sarasota, CA, USA) 2 Wochen nach 
Ovariektomie in Narkose (Ketamin 100 mg/kg und Xylazin 5mg/kg, i.p.) durchgeführt. 
Es handelt sich hierbei um runde Pellets mit einem Durchmesser von 2 bis 3 mm und 
einer Dicke von ca. 1 mm, die über einen Zeitraum von 90 Tagen kontinuierlich und 
gleichmäßig die eingearbeiteten Hormone freisetzen. Als Estrogenkomponente 
wurde 17β-Estradiol (E2) in einer Dosierung von 1,1 µg/Tag, als 
Gestagenkomponente Medroxyprogesteronacetat (MPA) in einer Dosierung von 27,7 
µg/Tag gewählt. Die Wahl der Estrogendosis fiel dabei in Anlehnung an eine 
Veröffentlichung von Elhage et al. (Elhage et al., 1997), die der Gestagendosis in 
Anlehnung an Veröffentlichungen von Hanke et al. (Hanke et al., 1996) und Shultz et 
al. (Shultz et al., 2004). Als Kontrolle wurden Plazebo-Pellets implantiert, um 
auszuschließen, dass beobachtete Effekte in Zusammenhang mit anderen 
Inhaltsstoffen der Pellets stehen oder durch den chirurgischen Eingriff bedingt sind. 
Zur Implantation wurde an der lateralen Seite des Nackens zwischen Ohr und 
Schulter ein kleiner Einschnitt mit einem Durchmesser von ca. 0,5 cm gemacht. Dort 
ist der Abstand zwischen Haut und Muskel groß, so dass das Risiko einer 
Beschädigung des Muskels und einer nachfolgenden Entzündung minimiert ist. 
Anschließend wurde subkutan eine Tasche mit einer Tiefe von ca. 1,5 cm geformt, in 
die das Pellet gelegt wurde. Abschließend wurden Subcutis und Cutis mit 
Einzelheften eines resorbierbaren Fadens der Stärke 4.0 (Johnson & Johnson, 
Norderstedt) verschlossen. 
 
3.1.5 Lipidprofil  
3.1.5.1 Gewinnung von plättchenarmem Plasma (PPP) 
Nach intraperitonealer Anästhesie mit Ketamin 100 mg/kg und Xylazin 5mg/kg, i.p. 
wurde nach Freilegen des Herzens der rechte Ventrikel mit einer 1 ml-Spritze (Braun, 
Melsungen) punktiert (23G-Kanüle), um Vollblut zu gewinnen. Das Blut wurde mit 0,9 
% NaCl (Braun, Melsungen)/0,1 M EDTA (Merck, Darmstadt) antikoaguliert und zur 
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Gewinnung von plättchenarmem Plasma zunächst für 15 Minuten bei 4 °C und 3.000 
rpm, der Überstand anschließend für 5 Minuten bei 4 °C und 13.000 rpm zentrifugiert 
(Zentrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburg). Das Plasma – in Form des 
Zentrifugationsüberstandes – wurde bis zur Bestimmung des Lipidprofils bei -20 °C 
gelagert.  
 
3.1.5.2 Bestimmung des Lipidprofils im Plasma 
Gesamtcholesterol- und Triglyzeridspiegel wurden mit kolorimetrischen Kits der 
Firma cobas (Roche Diagnostics, Mannheim) vom Institut für Klinische Chemie des 
Universitätsklinikums Düsseldorf bestimmt. Der Bestimmung des Gesamtcholesterins 
im Mäuse-Plasma liegt dabei die Spaltung der Cholesterinester unter Einwirkung von 
Cholesterinesterase in freies Cholesterin und Fettsäuren zugrunde. Das Cholesterin 
wird anschließend von Sauerstoff unter dem Einfluss von Cholesterinoxidase zu 
Cholest-4-en-3-on und Wasserstoffperoxid umgesetzt. Prinzip der Quantifizierung der 
Plasmatriglyzeride ist eine vollständige Hydrolyse der Triglyzeride mit einer 
Lipoproteinlipase zu Glyzerin, das anschließend zu Dihydroxyacetonphosphat und 
Wasserstoffperoxid oxidiert wird. Das entstandene Wasserstoffperoxid bildet in 
beiden Fällen mit 4-Aminophenazon und 4-Chlorphenol unter katalytischer Wirkung 
einer Peroxidase einen roten Farbstoff. Die Farbintensität des im Zuge der 
Messungen entstehenden Farbstoffes ist direkt proportional zur Cholesterin- bzw. 
Triglyzeridkonzentration und kann photometrisch gemessen werden. 
 
3.1.6 Photochemisch induziertes laserbasiertes Thrombosemodell 
3.1.6.1 Katheterisierung der Maus 
90 Tage nach Pellet-Implantation wurden die Tiere gewogen und anästhesiert 
(Ketamin 100 mg/kg und Xylazin 5mg/kg, i.p.). Nachdem sie auf einem beheizten (37 
°C) Präparationstisch fixiert worden waren, wurde das Fell im Bereich zwischen 
papilla incisiva und musculus sternohyoideus eröffnet und der Halsbereich der Maus 
durch einen ca. 1,5 cm langen Schnitt entlang der Körperachse eröffnet. Nach zwei 
weiteren, kleinen Einschnitten horizontal zur Körperachse wurde die linke vena 
jugularis externa durch stumpfes Präparieren freigelegt. Mit einer Fadenschlaufe 
(Stärke 6.0, Johnson & Johnson, Norderstedt) wurde die Halsvene zunächst distal 
der vena facialis ligiert. Ein Silikonschlauch (Länge ca. 20 cm) (BD, New Jersey, 
USA) mit einem Innendurchmesser von 0,28 mm wurde über eine 27G-Kanüle 
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gestülpt, die auf einer Spritze mit isotoner, steriler Kochsalzlösung (Braun, 
Melsungen) saß. Der Katheter wurde luftblasenfrei mit Kochsalzlösung (Braun, 
Melsungen) gefüllt. Anschließend wurde ein ca. 1 mm großes Loch in die vena 
jugularis externa geschnitten und der wie obenstehend beschrieben präparierte 
Katheter in die Halsvene gelegt. Mit einer zweiten Fadenschlaufe wurde der Katheter 
im Gefäß fixiert. Die richtige Lage des Katheters wurde überprüft, indem unter einem 
Binokularmikroskop eine sehr geringe Menge der Kochsalzlösung in die Halsvene 
appliziert wurde, so dass das Blut – kurzzeitig sichtbar – durch die injizierte 
Kochsalzlösung verdrängt wurde. Im Anschluss an die Katheterisierung der Maus 
wurde die rechte arteria carotis communis stumpf frei präpariert. 
 
 
 
 
 
 
 
Der Farbstoff Rose Bengal (Acros Organics, New Jersey, USA) wurde in sterilem 1x 
PBS zu 20 mg/ml gelöst. Die mit Kochsalzlösung gefüllte Spritze wurde vorsichtig 
und luftblasenfrei durch eine mit Rose Bengal gefüllte Spritze ersetzt.  
 
3.1.6.2 Platzieren der Flusssonde und Einstellen des Lasers 
Vor der Carotisverzweigung wurde mikrochirurgisch eine Ultraschall-Sonde 
(Transonic Systems Inc., Ithaca, NY, USA) unter das Gefäß gelegt. Die Größe des 
Messkopfes wurde entsprechend dem Durchmesser des Gefäßes gewählt. Die 
Ultraschallblutflussmessung beruht auf dem Doppler-Prinzip. Zelluläre Bestandteile 
des Blutes reflektieren die Ultraschallwellen. Bei bekanntem Durchmesser der 
A C 
G H F E 
B D 
Abb. 3-2: Legen eines Venenverweilkatheters und Präparation der arteria carotis communis. (A) Nach Eröffnen 
des Halsbereiches, wird (B) die Halsvene frei präpariert und (C) eine Fadenschlaufe unter das Gefäß gelegt. (D) Die 
linke vena jugularis externa wird nach oben hin ligiert und in die Vene wird ein kleines Loch geschnitten. (E) In dieses 
Loch wird der Katheter geschoben, (F) unten und (G) oben ligiert. (H) Abschließend wird die arteria carotis communis 
frei präpariert.   
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Flussmessköpfe errechnet sich aus der Überlagerung der Schallwellen das Volumen 
des pro Zeiteinheit durch das Gefäß geflossenen Blutes in ml/min. Das Gebiet um die 
Carotisarterie und die Flusssonde wurde dauerhaft feucht gehalten, um eine 
einwandfreie Messung durch die Sonde zu garantieren. 
 
 
                        
 
 
 
 
 
 
Nach Beginn der Aufzeichnung des basalen Blutflusses wurde ca. 2 mm distal zur 
Flusssonde und in einem Abstand von 6 cm zur arteria carotis communis ein 
Kaltlicht-Laser (Wellenlänge: 543 nm) (Melles Griot, Carlsbad, CA, USA) so platziert, 
dass die Carotisarterie vollständig von dem Laser bestrahlt wurde (Abbildung 3-4, S. 
35).  
 
3.1.6.3 Die Messung 
Nachdem sich ein stabiler Fluss eingestellt hatte, wurden langsam und gleichmäßig 
über einen Zeitraum von ca. 1,5 bis 2 Minuten 50 mg Rose Bengal/kg Körpergewicht 
durch den Katheter appliziert. Die Mäuse wurden alle 20-30 Minuten mit Ketamin und 
Xylazin (100 mg/kg und 5 mg/kg, i.p.) re-anästhesiert, damit für den gesamten 
Zeitraum der Messung eine ausreichende Narkosetiefe sichergestellt war. Der 
Blutfluss wurde detektiert, bis sich eine stabile Okklusion nach Thrombosierung  der 
arteria carotis communis zeigte (kein Blutfluss mehr). Per definitionem wird eine 
Okklusion von mehr als 10 Minuten als stabil bezeichnet. Nach stabiler Okklusion der 
Carotisarterie, spätestens aber 120 Minuten nach Ende der Rose Bengal-Injektion, 
wurde die Messung gestoppt. Jeden Tag wurden 3 Mäuse gemessen. Die 
Gefäß 
Blutfluss 
Flusssonde 
Abb. 3-3: Schematische Darstellung des Prinzips der Ultraschall-Flusssonde. Die Ultraschall-Flusssonde besteht 
aus zwei Teilen: dem Reflektor und den Messköpfen, zwischen denen das Blutgefäß liegt. Die beiden Messköpfe dienen 
sowohl als Sender als auch als Empfänger der Ultraschallwellen, die von dem Reflektor und zirkulierenden 
Bestandteilen des Blutes reflektiert werden. Unter Berücksichtigung des Durchmessers der Messköpfe und des Gefäßes 
wird aus der Differenz der Schallwellen die Geschwindigkeit des pro Zeiteinheit durch das Gefäß geflossenen Blutes  in 
ml/min errechnet. 
Messkopf 
Reflektor 
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Messungen erfolgten so, dass eine gleiche Anzahl von Tieren aus den jeweiligen 
Gruppen zu den verschiedenen Messzeitpunkten gemessen wurde, um Unterschiede 
in Hinblick auf die Thrombusentstehung durch die Zirkadianrhythmik der Tiere 
auszugleichen. 
 
 
Katheter
rechte arteria carotis communis Flusssonde   Grünlicht-Laser
linke vena jugularis
Rose bengal
 
 
 
 
 
 
 
 
3.1.6.4  Auswertung der Flussmessung 
Für die Auswertung der Daten aus der Flussmessung wurde jeweils der Zeitraum von 
Beginn der Messung bis zur Beendigung der Rose Bengal-Injektion von (i) dem 
Zeitpunkt des Eintritts der ersten, initialen bzw. (ii) dem Zeitpunkt der stabilen 
Okklusion subtrahiert, um die Parameter (i) „Zeit bis zum Erreichen der ersten 
Okklusion“ und (ii) „Zeit bis zum Erreichen der stabilen Okklusion“ analysieren zu 
können. Darüber hinaus wurde die Häufigkeit dokumentiert, mit der sich der Blutfluss 
nach einer intermediären Okklusion wieder rekonstituierte. Die Analyse der 
Häufigkeit des Abreißens der initialen Plättchenthromben wurde im Zeitraum 
zwischen erster und stabiler Okklusion bestimmt. Ein Ereignis der „Rekonstituierung 
des Blutflusses“ wurde definiert als Wieder-Erreichen eines Blutflusses mit einer 
Geschwindigkeit von mehr als 0,09 ml/min nach intermediärer Okklusion. Die Summe 
Abb. 3-4: Aufbau des photochemisch induzierten laserbasierten Thrombosemodells. Unter der rechten arteria 
carotis communis wird eine Ultraschall-Flusssonde platziert. Unmittelbar unterhalb der Sonde wird ein Kaltlichtlaser    
(Wellenlänge: 543 nm) auf das Gefäß gerichtet, der den Farbstoff Rose Bengal – nach Injektion über einen in der linken 
vena jugularis liegenden Katheter – photochemisch aktiviert. Die durch die Aktivierung entstehenden Sauerstoffradikale 
schädigen das Gefäßendothel, so dass es zu einer Aggregation von Plättchen an der Gefäßwand und im Verlauf der 
Messung zur Ausbildung eines okklusiven Thrombus kommt. 
Rose Bengal 
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dieser Ereignisse im Zeitraum zwischen erster und stabiler Okklusion wurde als 
„Häufigkeit der Rekonstituierung des Blutflusses“ definiert. 
 
3.1.7 FACS (fluorescent activated cell sorting) und ETP (endogenes 
Thrombinpotential) 
3.1.7.1 Gewinnung von plättchenreichem Plasma (PRP) zur Bestimmung der 
Plättchenaktivierung im FACS und von plättchenarmem Plasma (PPP) zur 
Bestimmung des ETPs 
Vollblut wurde – wie unter 3.1.5 auf den Seiten 31 und 32 beschrieben – durch 
Punktion des Herzens gewonnen. Das Blut wurde – anders als unter 3.1.5 
beschrieben – mit Natriumzitrat (Endkonzentration: 0.02 M) antikoaguliert. PRP 
wurde durch Zentrifugation des Vollbluts für 45 Sekunden bei 22 °C und 3000 rpm 
(Zentrifuge: 5415R, Eppendorf, Hamburg) gewonnen. 100 µl PRP 
(Zentrifugationsüberstand) wurden 1:10 mit 1x PBS verdünnt. Aus dem 
verbleibenden PRP wurde zur Bestimmung des endogenen Thrombinpotentials – wie 
unter 3.1.5 auf den Seiten 31 und 32 beschrieben – PPP gewonnen und bis zur 
Bestimmung des endogenen Thrombinpotentials bei -20 °C eingefroren. 
 
3.1.7.2 FACS (fluorescent activated cell sorting) 
Das Prinzip des FACS ist von L.A.Herzenberg et al. ausführlich beschrieben worden 
(Herzenberg et al., 1976). Das FACS ist eine Methode zur Analyse und Aufbereitung 
von Einzelzellen in Suspension aufgrund von Streulicht- und 
Fluoreszenzeigenschaften. 
Lichtstreuung ist ein physikalischer Prozess, bei dem ein Partikel (Zelle) mit Licht 
interagiert. Dabei wird nur die Richtung, nicht die Wellenlänge (Farbe) des 
anregenden Lichtes verändert. Zelleigenschaften, die die Lichtstreuung beeinflussen, 
sind Zellgröße, Struktur der Zellmembran und intrazelluläre Bestandteile. So erlaubt 
das Vorwärtsstreulicht (Forward Scatter, FSC) Aussagen über die ungefähre 
Zellgröße, während das Seitenstreulicht (Side Scatter, SSC) Informationen über die 
Zellgranularität und -komplexität gibt. 
Fluoreszenz ist das durch Strahlung angeregte Leuchten eines Stoffes. 
Fluoreszierende Verbindungen absorbieren Lichtenergie in einem für sie 
charakteristischen Wellenlängenbereich und heben dabei Elektronen in ein höheres 
Energieniveau. Beim Zurückfallen der Elektronen auf das Grundniveau emittiert jedes 
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Elektron ein Photon. Diese Lichtemission wird als Fluoreszenz bezeichnet. 
Fluoreszenzmarkierte Einzelzellen werden in einem dünnen Flüssigkeitsstrahl durch 
einen oder verschiedene Laserstrahlen geführt. Die dabei emittierten 
unterschiedlichen Lichtsignale werden mit Hife mehrerer Photovervielfältigerröhren 
(Photomultiplier tubes, PMT) in elektronische Signale verwandelt und gespeichert. 
Dazu werden jeweils die Impulshöhen der einzelnen Parameter bestimmt, digitalisiert 
und die resultierenden Werte einem Computer zur Korrelation und quantitativen 
Auswertung übertragen. 
 
3.1.7.3 Bestimmung der Plättchenaktivierung im FACS 
Für die Bestimmung des Gehalts an Plättchen im PRP wurden 25 µl PRP mit 5 µl 
eines mit Phycoerythrin (PE) konjugierten Ratte-anti-Maus-anti-CD41-Antikörpers 
(BD, Heidelberg) oder der entsprechenden mit PE konjugierten Maus-IgG1-
Isotypkontrolle (Beckmann Coulter, Krefeld) für 30 Minuten bei 22 °C inkubiert. Zur 
Charakterisierung der P-Selektin (CD62P)-Expression als Marker für die basale 
Plättchenaktivierung wurden 25 µl PRP mit 5 µl eines mit Fluoresceinisothiocyanat 
(FITC) konjugierten Ratte-anti-Maus-anti-CD62P-Antikörpers (BD, Heidelberg) oder 
der entsprechenden mit FITC konjugierten Maus-IgG1 Isotypkontrolle (Beckmann 
Coulter, Krefeld) für 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Messungen im 
Cytomics 500 FACS (Beckmann Coulter, Krefeld) erfolgten nach Zugabe von 500 µl 
Isoton. Um die basale Plättchenaktivierung von der Plättchen-Aktivierbarkeit 
abzugrenzen, wurden die Plättchen aus 50 µl PRP 5 Minuten mit 5 µg/ml Convulxin 
(Alexis, Enzo life sciences GmbH, Lörrach), dem Gift der Klapperschlange, aktiviert. 
Anschließend wurde – wie schon für die basale Plättchenaktivierung beschrieben – 
im FACS die CD62P-Expression bestimmt. 
 
3.1.7.4 Evaluation des endogenen Thrombinpotentials 
Thrombin steht am Ende der Gerinnungskaskade und führt durch die Spaltung von 
Fibrinogen zur Etablierung eines Thrombus. Die Halbwertszeit von Thrombin im 
Plasma beträgt nur wenige Minuten, weil es rasch von Antithrombin und anderen 
Plasmaproteinen irreversibel gebunden wird. Die Gesamtthrombinaktivität hängt 
somit zum einen von der maximalen Menge des Thrombins ab, die gebildet wird, 
zum anderen von der Dauer der Aktivität des gebildeten Thrombins. Im 
Material und Methoden  38   
Thrombogramm wird die Thrombinkonzentration (Menge des gebildeten Thrombins) 
über die Zeit (Verlauf der Koagulation) dokumentiert (s. Abbildung 3-5). 
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Im Thrombogramm wird die Fläche unter der Kurve (AUC) als endogenes 
Thrombinpotential (ETP) bezeichnet und beschreibt die maximal generierbare 
Thrombinmenge in einer Probe. Ein weiterer Parameter ist die Zeit bis zum Beginn 
der Thrombingenerierung, die sogenannte „lag time“. Diese Zeit ist gleichzusetzen 
mit der Gerinnungszeit, da ein Thrombus sich schon zu einem Zeitpunkt bildet, zu 
dem nur ca. 1 % des maximal generierbaren Thrombins gebildet worden sind. Wird 
also die Gerinnungs-/Blutungszeit alleine als Analyse-Parameter herangezogen, wird 
immer nur ein kleiner Teil der Homeostase in die Analyse mit einbezogen. Die 
Messung des ETPs erfolgte im 96-well-Format. 15 µl des – wie unter 3.1.7.1 auf 
Seite 36 beschrieben – gewonnenen PPPs wurden mit 10 µl Plättchenmembranen, 
Innovin [Endkonzentration: 1 pM (Dade-Behring, Marburg)], 55 µl 1x PBS und 20 µl 
Rekalzifizierungspuffer [20 mM HEPES, pH 7.35, 60 mg/ml BSA und 100 mM Ca2+ 
sowie dem fluorogenen Substrat Z-Gly-Gly-Arg-7-amino-4-methylcoumarin (Bachem, 
Weinheim)] inkubiert. Die Thrombingenerierung wurde für 60 Minuten in einem 
„Fluoroscan Ascent Platten-Leser“ (Thermo Electron, Karlsruhe) aufgezeichnet. 
 
3.1.8 Ausmaß der Atherosklerose und (Immun)histochemie 
3.1.8.1 Perfusion und Entnahme von Aorta und Herz  
Vor der Entnahme von Aorta und Herz wurden die Tiere in Narkose (Ketamin 100 
mg/kg und Xylazin 5mg/kg, i.p.) mit 4 % Paraformaldehyd (Merck, Darmstadt) 
Abb. 3-5: Exemplarisches Thrombogramm. Das Thrombogramm zeigt die Menge des gebildeten Thrombins im 
Zeitverlauf. Analyseparameter sind die Zeit bis zum Beginn der Thrombingenerierung (lag time), die Zeit bis zum 
Erreichen der maximalen Thrombinkonzentration (time to peak), die maximal gebildete Thrombinmenge (peak) sowie 
das endogene Thrombinpotential, ETP, als Fläche unter der Kurve (AUC). 
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perfundiert. Nach Punktion des rechten Herzventrikels mit einer 
Schmetterlingskanüle wurden an den unteren Extremitäten beidseitig die 
Femoralarterien eröffnet, um einen Abfluss für die durch das Herz in das 
Gefäßssystem fließenden Fixativa zu generieren. Die Perfusion des Gefäßsystems 
erfolgte zunächst mit 10 ml 1x PBS zum Auswaschen des Blutes und nachfolgend 
mit 10 ml 4 % Paraformaldehyd zum Fixieren der Gefäße. Nach vorsichtigem 
Präparieren des Herzens und der Aorta wurde die Aorta unmittelbar oberhalb des 
Herzens und unterhalb beider Nierenabgänge abgetrennt. Die arteria 
brachiocephalica wurde vom Aortenbogen getrennt; arteria carotis communis und 
arteria subclavia blieben intakt am Aortenbogen bestehen. Herz und Aorta wurden 
für 4 Stunden bei Raumtemperatur in 4 % PFA fixiert. Während die Aorta in 4 % PFA 
verblieb, wurde das Herz in 20 %-ige Succhrose-Lösung überführt und anschließend 
wurden beide Gewebe für 12 – 16 h bei 4 °C gelagert. 
 
3.1.8.2 Öl-Rot-O-Färbung von Lipidablagerungen in Aorten 
Die Aorten wurden in 1x PBS überführt und durch vorsichtiges Präparieren von 
Resten der Adventitia und Fett befreit. Die Anfärbung von Lipiddepositionen erfolgte 
mit Öl-Rot-O (Sigma, Steinheim), einem Lysochrom-Diazofarbstoff. Hierzu wurden 
die Aorten zunächst 5 Minuten in 78 % Methanol (Merck, Darmstadt) gewaschen. Im 
Anschluss daran erfolgte die Färbung für 90 Minuten in 900 µl Öl-Rot-O-Färbelösung 
(700 µl Öl-Rot-O, 200 µl 1 M NaOH). Abschließend wurden die Aorten zum 
Auswaschen von Hintergrundfärbung 10 Minuten in 78 %-igem Methanol 
gewaschen. Durch die Färbung sichtbar gewordene Adventitia-Reste wurden 
sorgfältig entfernt und die Aorta wurde aufgeschnitten. 
 
                                          
 
Abb. 3-6: en face-Präparation von Aorten. 
Gesamtaorten-Präparation, an der die Pfeile 
markieren, wie die Schnittrichtung entlang der 
blau gestrichelten Linien für die en face-
Präparation verläuft (links). En face-Präparat mit 
leuchtend roten Lipidablagerungen (rechts). 
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Die so präparierte Aorta wurde in einer Petrischale aufgefaltet. Aufnahmen der en 
face-Präparationen dienten nachfolgend dazu, das Ausmaß der Atherosklerose 
bestimmen zu können. 
 
3.1.8.3 Bestimmung des Plaquebesatzes 
Als Parameter für die Bestimmung des Ausmaßes der Atherosklerose wurde der 
Besatz der Aorta mit Lipiddepositionen (Plaquescore) quantifiziert. Der Plaquebesatz 
wurde mit Hilfe der NIH-Freeware ImageJ 1.37 durchgeführt. Die Auswertung erfolgte 
im 8-bit Graustufenmodus. Die rot gefärbte Fläche wurde durch Festsetzung eines 
Schwellenwertes markiert, der so gewählt wurde, dass er spezifisch gefärbte 
Bereiche maximal detektierte, während Hintergrundsignale gleichzeitig minimiert 
wurden. Der Plaquescore wurde als prozentualer Anteil der Summe der durch Öl-
Rot-O gefärbten Plaqueflächen in Bezug auf die Gesamtfläche der Aorta bestimmt. 
Plaques in der arteria carotis communis, der arteria subclavia und den 
Nierenabgängen wurden bei der Auswertung nicht berücksichtigt.  
 
3.1.9 Plaquemorphologie – (Immun)histochemie 
3.1.9.1 Kryokonservierung von Herzen und Anfertigung von Gefrierschnitten 
Von den in 20 %-iger Succhrose-Lösung gelagerten Herzen wurde der Apex entfernt, 
um eine glatte Schnittfläche zu generieren. Die so präparierten Herzen wurden mit 
der Schnittfläche zum Boden in mit Tissue Tek® Medium (Sakura Finetak, Staufen) 
befüllte Lab TeksTM (Nunc A/S, Roskilde, Dänemark) überführt. Für die 
Kryokonservierung wurde 2-Butanol (Merck, Darmstadt) in Flüssigstickstoff auf          
-40 °C heruntergekühlt und die Lab TeksTM wurden mit den Herzen anschließend in 
Isopentan getaucht, bis das Tissue Tek® Medium weiß und fest geworden war. Die 
so konservierten Herzen wurden bei -80 °C gelagert. 
Mit einem Leica-Kryostat (Leica, Bensheim) wurden aus den Herzpräparaten 14 µm 
dicke Gefrierschnitte des Aortenursprungs angefertigt, durch Warmluft auf 
Objektträgern vorfixiert und bis zur (immun)histochemischen Analyse bei -80 °C 
gelagert. Die morphologische Charakterisierung atherosklerotischer Ablagerungen 
erfolgte an Plaques des Aortenursprungs, der als der Bereich definiert ist, in dem die 
Aorta im linken Ventrikel in das Herz mündet. Hier herrschen starke 
strömungsbedingte Turbulenzen, so dass sich leichter atherosklerotische 
Ablagerungen bilden können als in Gebieten mit laminarem Blutfluss.  
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3.1.9.2 (Immun)histochemische Analyse von Gefrierschnitten des Aortenursprungs  
Die morphologische Charakterisierung der Plaques des Aortenursprungs erfolgte 
hinsichtlich des Lipidgehaltes, der Invasion glatter Muskelzellen, der Retention von 
Makrophagen und der Akkumulation der Matrixkomponenten Hyaluronsäure und 
Kollagen. Je nach Färbung wurden die Präparate nach dem Auftauen mit 10 % 
Formalin (Lipide), eiskaltem Aceton (glatte Muskelzellen), 70 %-igem Ethanol 
(Kollagen) oder 100 %-igem Ethanol (Makrophagen, Hyaluronsäure) für 15 min bei   
4 °C fixiert und anschließend 3 x 5 min mit 1x PBS gewaschen.  
Zur Quantifizierung der Lipidakkumulation wurden die Schnitte des Aortenursprungs 
mit Öl-Rot-O (Sigma, Steinheim) gefärbt. Nach dem Fixieren und Waschen wurden 
die Schnitte in 100 %-iges Propylenglykol (Sigma, Steinheim) überführt und 5 min 
inkubiert. Anschließend wurden sie 8 min bei 60 °C im Trockenschrank mit Öl-Rot-O-
Färbelösung (Appendix 1, Seite 158) inkubiert und nachfolgend 5 min in 85 %-igem 
Propylenglykol gewaschen. Die Kernfärbung erfolgte für 1 min in Hämalaun (Merck, 
Darmstadt) mit nachfolgender, kurzer Differenzierung in 1 % HCl (Merck, Darmstadt) 
und dem Bläuen der Zellkerne für 10 min unter fließendem Leitungswasser. Das 
Bläuen wurde in ddH2O abgestoppt und die Präparate wurden in Aquatex (Merck, 
Darmstadt) eingebettet. Für die Charakterisierung hinsichtlich des Gehaltes an 
glatten Muskelzellen, Makrophagen und Hyaluronsäure wurden die Gefrierschnitte 
Schnittebene 
Abb. 3-7: Mit Hämalaun-Eosin (H&E) gefärbter Longitudinal-Schnitt durch ein Mäuseherz (links), mit H&E 
gefärbter Transversal-Schnitt durch ein Mäuseherz im Aortenursprung (rechts). Die Raute zeigt die Schnittebene 
an, in der die histologischen Präparate für die morphologische Charakterisierung der Plaques des Aortenursprungs 
angefertigt wurden (links); Aufsicht auf einen gefärbten, transversalen Gefrierschnitt des Aortenursprungs eines 
Mäuseherzens (rechts)  
atherosklerotischer  
Plaque 
tunica media 
Blutreste 
Aortenklappe 
Myokardgewebe 
Longitudinalschnitt 
durch ein Mäuseherz 
Transversalschnitt durch ein 
Mäuseherz im Aortenursprung 
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nach der Fixierung für 1 h bei 22 °C mit 10 % FCS/1 % BSA in 1x TBS blockiert. Der 
Gehalt glatter Muskelzellen in der fibrotischen Kappe der Plaques wurde über 
spezifische Färbung glattmuskulären α-Aktins mit einem rabbit-anti-mouse-α-SM-
Aktin-Erstantikörper [1:50 in 1 % BSA/1x PBS, ü.N., 4 °C (abcam, UK)] und einem 
sheep-anti-rabbit-IgG-Cy3-Zweitantikörper [1:200 in 1x PBS, 1 h, 22 °C, (Sigma, 
Steinheim)] detektiert. Nach jeder der Antikörperinkubationen wurden die Schnitte 
jeweils 3 x 5 min mit 1x PBS gewaschen, um unspezifisch oder nicht gebundene 
Antikörper zu entfernen. Makrophagenretention und Hyaluronsäureakkumulation 
wurden in einer Doppelfärbung analysiert. Hyaluronsäure wurde mit dem 
Hyaluronsäure-Binde-Protein [HAbP (Saikagaku, Japan), 2 µg/ml in 1 % BSA/         
1x PBS, ü.N., 4 °C] und Streptavidin-FITC [1:200 in 1x PBS, 1 h, 22 °C (Dako, 
Hamburg)], nachfolgend das Makrophagen-Antigen mac2 mit einem rat-anti-mouse 
mac2 Erstantikörper [1:400 in 1 % BSA/1x PBS, 1 h, 22 °C (Cedarlane, Canada)] 
und einem RhodaminX-gekoppelten goat-anti-rat-IgG-Zweitantikörper [1:200 in  1x 
PBS, 1 h, 22 °C (Jackson Immuno Research, USA)] detektiert. Auch hier erfolgten 
nach jeder Antikörperinkubation 3 Waschschritte à 5 min mit 1x PBS. Die Färbung 
der Zellkerne erfolgte mit ProLong Gold/DAPI (invitrogen, Karlsruhe). Für die 
mikroskopische Dokumentation wurden die Präparate mit einem Deckgläschen und 
Nagellack eingedeckt. 
Kollagen wurde mit Picro-Sirius-Rot (Sigma, Steinheim) angefärbt. Nach der 
Fixierung und dem anschließenden Waschen wurden die Schnitte 7 min mit 
Celestinblau [(Sigma, Steinheim), Appendix 1, Seite 158] gefärbt und anschließend 
kurz in 1 % HCl differenziert; das Bläuen der Kerne erfolgte für 10 min unter 
fließendem Leitungswasser. Anschließend wurden die Gefrierschnitte 15 Minuten in 
Picro-Sirius-Rot-Lösung (Appendix 1, Seite 158) inkubiert, in einer aufsteigenden 
Alkoholreihe (1 x 2 min.  70 % EtOH, 1 x 2 min 95 % EtOH, 1 x 2 min EtOH abs.) 
dehydriert und abschließend 1 x 5 min in Xylol (Merck, Darmstadt) gewaschen, bevor 
sie mit Entellan (Merck, Darmstadt) eingedeckt wurden. Die Packungsdichte des 
Kollagens wurde unter polarisiertem Licht evaluiert.  
 
3.1.9.3 Dokumentation und quantitative Analyse der immunhistochemischen 
Färbungen 
Von allen Färbungen wurden mit einem BX-50 Mikroskop (Olympus, Hamburg) und 
einer ColorViewII Kamera 40-fache Vergrößerungen aufgenommen. ImageJ 1.37 
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(National Institutes of Health, USA) wurde verwendet, um die Aufnahmen in Bilder 
mit 8-bit Farbtiefe zu konvertieren. Anschließend wurde für die einzelnen Färbungen 
jeweils ein Basiswert definiert, der eine Interferenz mit unspezifischer Hintergrund-
Färbung minimierte und gleichzeitig die Auswahl spezifisch gefärbter Areale 
maximierte. Dieser Basiswert wurde bei der Analyse aller Bilder einer Färbung 
konstant gehalten. Um die unterschiedlichen Färbungen quantitativ auszuwerten, 
wurde die Fläche des – anhand des Basiswertes als spezifisch gefärbt definierten – 
Bereiches als prozentualer Anteil der Gesamt-Plaquefläche ausgegeben. 
Anschließend wurde die Fläche mit der mittleren Intensität der Pixel in diesem 
markierten Bereich multipliziert. In den einzelnen Gruppen wurden die Ergebnisse 
von mindestens fünf Tieren gemittelt. 
  
3.1.10 Analyse der Endothelfunktion 
3.1.10.1 Entnahme der Aorta 
Nach Töten durch CO2-Inhalation wurden die Mäuse rücklings auf einem 
Präparationstisch fixiert. Das Fell wurde entfernt und anschließend der Thorax nach 
Durchtrennung des kaudalen Anteils des Corpus sterni und der Rippen eröffnet. 
Lunge und Ösophagus wurden entnommen und die Bauchhöhle wurde bis zum 
Zwerchfell geöffnet. Das Zwerchfell wurde durchtrennt und die inneren Organe 
wurden nach außen exponiert. Nach Durchtrennung der Aorta an ihrem Ursprung 
aus dem linken Ventrikel und Lösen des sie umgebenden Gewebes wurde die 
thorakale Aorta in ihrer gesamten Länge vorsichtig entnommen. Das Gefäß wurde in 
eine Petrischale mit Krebs-Hepes-Puffer (Appendix 1, Seiten 158 und 159) überführt 
und durchspült, um das Gefäßlumen von Blutresten zu reinigen. Anhaftendes Binde- 
und Fettgewebe wurden mit Pinzette und Schere vorsichtig entfernt. Die thorakale 
Aorta wurde zur Durchführung von Organbadversuchen in 5 mm große Stücke 
geschnitten. Je Tier wurden zwei Aortenringe untersucht. 
 
3.1.10.2 Untersuchung isolierter Aortenringe im Organbad 
Zur Untersuchung der vaskularen Reaktivität isolierter, thorakaler Aortenringe wurde 
eine Apparatur benutzt, die aus vier einzelnen Messstationen mit je einem 
doppelwandigen, 20 ml fassenden Glasgefäß bestand. Die Glasgefäße wurden für 
die Versuche mit je 10 ml Krebs-Henseleit-Puffer (Appendix 1, Seiten 158 und 159) 
befüllt, der über Glasfritten mit Carbogen (95 % Sauerstoff, 5 % Kohlenstoffdioxid) 
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begast wurde. Der Puffer wurde über eine Warmwasserversorgung zwischen den 
Doppelwänden konstant auf 37 °C temperiert. Ein doppelwandiger Zylinder, der 
ebenfalls an den Warmwasserkreislauf angeschlossen wurde, diente als 
Vorratsgefäß für vorgewärmten Puffer. Die Messapparatur wurde vor jedem Versuch 
mit genormten Gewichten geeicht. Bei den Versuchen wurde der Nullwert bei einer 
Vorspannung von 1 g (Belastung der Kraftaufnehmer mit genormten Gewichten von 
1 g) eingestellt. Für die weitere Belastung mit jeweils 1 g entsprach der zugehörige 
Schreiberausschlag einer Strecke von 3 cm. Dies ermöglichte eine spätere 
Auswertung der registrierten Kurven bezüglich der Kraftentwicklung in Newton. Die 
Aortenringe wurden vorsichtig, ohne das Endothel zu beschädigen, im Organbad 
fixiert. Dazu wurden sie zwischen zwei triangelförmige „Elemente“ aus Edelstahl 
eingespannt, wobei das untere Element an einer Haltestange, das obere über einen 
Polyesterfaden an einem isometrischen Kraftaufnehmer befestigt war. Die Organe 
waren während des Versuches immer vollständig von der begasten Pufferlösung 
umspült. Die Veränderungen des Vasotonus wurden über einen Verstärker registriert 
und auf einem Flachbrettschreiber aufgezeichnet. Die Ruhespannung der Aorten 
wurde durch Spannung des Fadens mittels einer Mikrometerschraube auf den 
Nullwert des Schreibers eingestellt, so dass sie einer Belastung von 1 g entsprach 
(Abbildung 3-8, Seite 45). 
 
Untersuchungen im Organbad wurden in der folgenden Reihenfolge durchgeführt: 
 
Äquilibrierungsphase 
Während der Äquilibrierungsphase von ca. 60 Minuten wurde die gewählte 
Vorspannung immer wieder eingestellt, bis sich der Vasotonus der Aortenringe nicht 
mehr spontan veränderte. Der Puffer wurde alle 20 Minuten gewechselt. 
 
Kontraktionstest mit Kaliumchlorid 
Zur Überprüfung der Funktionalität der Gefäße wurde das Kontraktionsverhalten der 
Aortenringe nach Depolarisation mit 80 mM KCl (Merck, Darmstadt) über einen 
Zeitraum von 20 min analysiert. Nach vollständiger Relaxation der Aortenringe durch 
dreimaliges Auswaschen der Pufferlösung mit je 10 ml Krebs-Henseleit-Puffer wurde 
die Vorspannung erneut eingestellt und der Kontraktionstest mit 80 mM KCl ein 
zweites Mal durchgeführt. 
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Vorkontraktionen mit 10 µM bzw. 0,3 µM Phenylephrin 
Die Stimulation von α1-Rezeptoren führt zu einer Aktivierung der Phospholipase C. 
Die Hydrolyse von membrangebundenen Polyphosphoinositiden durch die 
Phospholipase C führt zur Produktion von zwei „Botenstoffen“: Diacylglycerol (DAG) 
und Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3). DAG aktiviert die Proteinkinase C, IP3 führt zu 
einer intrazellulären Ca2+-Freisetzung. Dies führt bei fast allen Geweben mit glatter 
Muskulatur – mit Ausnahme des Gastrointestinaltraktes – zu einer Kontraktion. Im 
Zuge der Etablierung der Methode stellte sich heraus, dass eine zufriedenstellende 
durch α1-Adrenorezeptoren vermittelte Kontraktion der Aortenringe durch zwei 
Vorkontraktionen mit 10 µM (maximale Konzentration) Phenylephrin (Sigma, 
Steinheim) und 0,3 µM Phenylephrin erreicht werden konnte.  
Nach jeder der beiden Vorkontraktionen wurde nach Erreichen eines Kontraktions-
Plateaus das System 3x mit je 10 ml Krebs-Henseleit-Puffer ausgewaschen, bis die 
Gefäße wieder ihren Grundtonus erreicht hatten. Erreichten sie diesen nicht, wurden 
sie mit Hilfe der Mikrometerschrauben auf ihre Ausgangsspannung justiert. 
 
                 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                  
Abb. 3-8: Schematische Darstellung eines Organbades (großes Bild), Aortenring im Organbad mit 
Mikrometerschraube (kleines Bild). Das Vorratsgefäß ist mit physiologischem Krebs-Henseleit-Puffer gefüllt und wird 
ebenso wie das Organbad selbst mit Carbogen begast und über eine Warmwasserversorgung (Thermostat) auf 37 °C 
temperiert. Der Aortenring ist an zwei triangelförmigen Elementen, von denen das obere mit einem isometrischen 
Kraftaufnehmner (mechano-elektrischer Wandler) verbunden ist, im Organbad eingespannt. Über den Kraftaufnehmer 
werden Kontraktionen registriert, verstärkt und anschließend auf einem Flachbrettschreiber aufgezeichnet (großes Bild, 
aus: Dr. H Siegel und Mitarbeiter der beteiligten Institute (1993): "Anleitung zum Integrierten Praktikum Biochemie, 
Phsyiologie", Marburg). Die Einstellung der Grundspannung der Aortenringe erfolgte über eine Mikrometerschraube 
(kleines Bild, modifiziert nach: Schmidt Thews (1995): "Einführung in die Physiologie des Menschen", Springer, Berlin.)  
Mikrometerschraube 
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Endothelabhängige Relaxation 
Die endogene NO-Wirkung, die von der Intaktheit des Endothels abhängt, kann 
durch Evaluation der endothelabhängigen Relaxation getestet werden. Acetylcholin 
bewirkt über Aktivierung von M3-Rezeptoren auf der Endothelzelloberfläche eine 
Aktivierung der endothelialen NO-Synthase (eNOS).  Die eNOS setzt L-Arginin zu L-
Citrullin und NO· um, das in die Media diffundiert und eine Vasorelaxation auslöst. 
Die Analyse der Endothelfunktion erfolgte nach Vorkontraktion mit 0,2 µM 
Phenylephrin und anschließender kumulativer Gabe von Acetylcholin (1 nM – 10 µM) 
(Sigma, Steinheim). Die Folgedosis wurde jeweils nach Erreichen eines Plateaus 
gegeben. Nach Erreichen des maximalen Relaxationsplateaus mit 10 µM 
Acetylcholin wurde das System 3x mit je 10 ml Krebs-Henseleit-Puffer (Appendix 1, 
Seiten 158 und 159) ausgewaschen, bis die Gefäße wieder ihren Grundtonus 
erreicht hatten. Entsprach dieser nicht der Nullspannung, wurde der Tonus mit Hilfe 
der Mikrometerschrauben auf die Nullspannung gesetzt. 
 
Kontraktionstest mit Phenylephrin 
Zur Kontrolle der durch Phenylephrin ausgelösten Kontraktion wurde die Substanz 
kumulativ (1 nM – 10 µM) ins Organbad gegeben, wobei die Folgedosis jeweils nach 
Erreichen eines Kontraktionsplateaus gegeben wurde.  
 
Wirkung des NO-Donors S-Nitroso-N-acetyl-D,L-penicillamin, SNAP, 
(endothelunabhängige Relaxation) 
SNAP ist ein Nitrosothiol-Derivat und bildet unter physiologischen Bedingungen 
spontan Stickstoffmonoxid (NO·). Wegen seiner Eigenschaft, spontan NO 
freizusetzen, ist SNAP ein potenter Vasodilator, unabhängig von der Aktivität der 
endothelialen NO-Synthase. 
Die Evaluation der tatsächlichen Endothelabhängigkeit der – durch Acetylcholin 
induzierten – Vasorelaxation erfolgte nach Erreichen eines stabilen 
Kontraktionsniveaus mit der maximalen Dosis von 10 µM Phenylephrin aus dem 
vorstehend beschriebenen Kontraktionstest durch Zugabe des NO-Donors SNAP in 
steigenden Dosen (1 nM – 10 µM) ins Organbad. Die Folgedosis wurde dabei, wie 
schon für Acetylcholin beschrieben, jeweils nach Erreichen eines 
Relaxationsplateaus gegeben.  
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3.1.10.3 Anfertigung von Konzentrations-Wirkungs-Kurven 
Zur Anfertigung von Konzentrations-Wirkungs-Kurven wurde im Anschluss an die 
endothelabhängige Relaxation eine Gerade vom Plateau der Grundspannung nach 
dem Auswaschen zur Nullspannung vor der Kontraktion mit 0,2 µM Phenylephrin 
gezogen. In den Fällen, in denen die maximale Relaxation bei höchster 
Acetylcholinkonzentration über der gezogenen Gerade lag, wurde das maximale 
Relaxationsplateau oberhalb der Geraden als Ausgangspunkt für die Gerade gewählt 
und nicht das Plateau nach dem Auswaschen. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3-9: Originalmessung von zwei Aortenringen (rot und schwarz) im Organbad. Nach zwei initialen 
Kontraktionen mit 80 mM KCl und dem Wieder-Einstellen der Grundspannung wurden zwei Vorkontraktionen mit 10 µM 
und 300 nM Phenylephrin vorgenommen. Die eigentliche Kontraktion wurde durch Zugabe von 200 nM Phenylephrin 
gestartet und das Gefäß nach Erreichen eines Kontraktionsplateaus mit steigenden Konzentrationen von Acetylcholin 
wieder relaxiert, um die Endothelfunktion zu evaluieren. Zur Analyse von Unterschieden in der Gefäßkontraktilität wurde 
Phenylephrin in kumulativen Dosen in das System gegeben. Zur Valdierung der Endothelspezifität beobachteter Effekte 
in den durch Acetylcholin induzierten Relaxationsversuchen wurden nach Erreichen eines maximalen 
Kontraktionsniveaus mit 10 µM Phenylephrin steigende Dosen SNAP zugegeben, um so die endothelunabhängige 
Vasorelaxation zu analysieren. 
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3.2 Zellversuche 
3.2.1 Zellkultur 
Vaskuläre, glatte Gefäßmuskelzellen (VSMCs) wurden in “VSMC growth medium“ 
(Promocell, Heidelberg), das mit 10 % fetalem Kälberserum (Pan Biotech, 
Aidenbach) und 1 % Penicillin/Streptomycin-Lösung (invitrogen, Karslruhe), 1 % 
nicht-essentiellen Aminosäuren (invitrogen, Karlsruhe) und 2 mM L-Glutamin 
(invitrogen, Karlsruhe) supplementiert wurde, kultiviert. Die Zellen wurden als 
subkonfluenter Monolayer bei 37 °C und 5 % CO2 in feuchter Atmosphäre gehalten. 
Zur fortwährenden Kultivierung wurden die Zellen mit 1x PBS gewaschen und 
anschließend mit Trypsin/EDTA-Lösung (Biochrom, Berlin) vom Kulturschalenboden 
gelöst. Die Trypsinierung wurde nach 10 min mit “VSMC growth medium“ gestoppt 
und die Zellsuspension für 5 min bei 1.100 rpm zentrifugiert (Heraeus Megafuge 1.0, 
Thermo Scientific, Karlsruhe). Das Pellet wurde in frischem “VSMC growth medium“ 
resuspendiert, die Zellen in einer Neubauer-Kammer gezählt. Für die Versuche 
wurden VSMC (Passagen 7 – 12) in einer Dichte von 5.000 Zellen/cm2 in 6-Loch-
Platten ausgesät. Für Stimulationsversuche wurden die VSMC 24 h nach der 
Aussaat für 24 h durch Serumentzug synchronisiert. Die Stimulation erfolgte mit 10 
ng/ml PDGF-BB alleine oder in Kombination mit 1 nM bzw. 100 nM Estradiol (Sigma, 
Steinheim) für 24 Stunden. Zur Evaluation einer Estrogenrezeptorabhängigkeit 
wurden die VSMC vor der Stimulation für eine Dauer von 30 Minuten mit 10 µM des 
Estrogenrezeptor α- und β-Antagonisten ICI182780 (Tocris, USA) vorinkubiert. 
 
3.2.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Zur analytischen Trennung von Proteingemischen wurde die diskontinuierliche SDS-
PAGE nach Laemmli (Laemmli, 1970) angewandt. Die chemisch stabilen und inerten 
Polyacrylamidgele entstehen in einer radikalischen Kettenreaktion durch 
Kopolymerisation von Acrylamid-Monomeren mit N, N`-Methylenbisacrylamid.  
 
Tab. 3-1: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel 
Trenngel (12 %-ig):  1x  Sammelgel (5 %-ig):  1x 
ddH2O      6,500 ml  ddH2O      6,525 ml 
40 %-ige Acrylamidlösung     5,500 ml  40 %-ige Acrylamidlösung     1,125 ml 
1,5 M Tris, pH 8,8     3,750 ml  1,0 M Tris, pH 6,8     1,125 ml 
10 %-ige SDS-Lösung     0,150 ml  10 %-ige SDS-Lösung     0,090 ml 
10 %-ige APS-Lösung     0,150 ml  10 %-ige APS-Lösung     0,090 ml 
TEMED      0,015 ml  TEMED      0,010 ml 
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Proteine wurden mit Zelllysispuffer (Appendix 1, Seiten 158 und 159) geerntet, vor 
der SDS-PAGE mit ¼ Probenvolumen 4x Auftragspuffer (Appendix 1, Seiten 158 und 
159) versetzt und 5 min bei 95 °C erhitzt. Die SDS-PAGE wurde initial bei 120 V, 
nach Einlaufen der Proben in das Sammelgel bei 160 V, durchgeführt. Als 
Größenstandard wurden je Gel 3 µl „Pre-stained Protein Molecular Weight“-Marker 
(fermentas, St. Leon-Rot) aufgetragen. 
 
3.2.3 Western-Blot 
Burnette stellte 1981 den elektrophoretischen Transfer von Proteinen aus SDS-Gelen 
auf Nitrozellulose-Membranen als Western-Blot vor (Burnette, 1981). Man 
unterscheidet den semidry-Blot (erstmals von Kyhse-Anderson 1984 beschrieben), 
bei dem die Proteine horizontal auf eine Membran transferiert werden, vom Tank-
Blot, bei dem eine vertikale Übertragung stattfindet (Kyhse-Andersen, 1984). Für die 
Experimente erfolgte der Transfer der Proteine in einem semidry-Blot und wurde 
gemäß Abbildung 3-10 vorgenommen.  
 
    
 
 
Die Whatmanpaper und die Nitrozellulose-Membran wurden vor dem Blot in 
Transfer-Puffer getränkt. Über das senkrecht zum Gel angelegte elektrische Feld 
wurden die Proteine bei einer Spannung von 12 Volt auf eine Nitrozellulose-
Membran transferiert. Unspezifische Bindungsstellen auf der Membran wurden nach 
dem Transfer durch schüttelnde Inkubation für 1 h bei 22 °C in 3 % BSA/TBST 
abgesättigt. Als Erstantikörper wurden rabbit-anti-human-p42/44-MAPK- und              
rabbit-anti-human-p-(T202/Y204)-p42/44-MAPK-Antikörper (cell signaling, USA) in 
einer Verdünnung von 1:1.000 in 1x TBST über Nacht bei 4 °C eingesetzt. Die 
Abb. 3-10: Schematische 
Darstellung des Aufbaus einer Western-
Blot-Apparatur. (modifiziertes Bild aus 
Lottspeich & Zorbas, 1998) 
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Ladungskontrolle mouse-anti-human-β-Tubulin (Santa Cruz, USA) wurde in einer 
Verdünnung von 1:10.000 eingesetzt und am folgenden Tag für eine Stunde bei     
22 °C mit den p42/44 MAPK- bzw. p-p42/44-MAPK(T202/Y204)-Antikörpern und der 
Membran inkubiert. Anschließend folgten drei Waschschritte à 5 min in 1x TBST. Die 
Erstantikörper wurden durch einstündige Inkubation mit Fluoreszenz-gekoppelten 
Zweitantikörpern (goat-anti-rabbit-IRDye800CW und donkey-anti-mouse-IRDye680, 
Li-Cor, USA) detektiert und mittels des Li-Cor Odyssey analysiert. 
 
3.2.4 Immunzytochemie 
Vor der Färbung der perizellulären HA-Matrix wurden VSMC in einer Dichte von 
5.000 Zellen/cm2 auf Deckgläschen (Ø: 18 mm) ausgesät und anschließend wie 
unter 3.2.1 auf Seite 48 beschrieben, stimuliert. 24 Stunden nach der Stimulation 
wurden die Zellen mit 1x PBS gewaschen und anschließend für 20 min bei 22 °C mit 
5 % Essigsäure (Merck, Darmstadt), 70 % Ethanol (Merck, Darmstadt) und 3,7 % 
Formalin (Merck, Darmstadt) in 1x PBS fixiert. Darauf folgend wurden die Zellen       
3 x 5 min mit 1x PBS gewaschen und anschließend eine Stunde bei 22 °C in 3 % 
FCS/1x PBS blockiert. Hyaluronsäure wurde mit dem Hyaluronsäure-Binde-Protein 
[HAbP (Saikagaku, Japan), 2 µg/ml in 1 % FCS/1x PBS, 1 h, 22 °C] und Streptavidin-
FITC [1:200 in 1x PBS, 1 h, 22 °C (Dako, Hamburg)] detektiert. Die Kernfärbung 
wurde mit Hoechst 33324 [1:1.000 in 1x PBS, 3 min, 22 °C (Invitrogen, Karlsruhe)] 
durchgeführt. Die Deckgläschen wurden anschließend auf einem Objektträger mit 
Vectashield mounting medium (Linaris, Wertheim) eingedeckt. Bilder wurden unter 
Verwendung von Immersionsöl [ImmersolTM 518F (Zeiss, Oberkochen)] mit einem 
40x Öl-Objektiv an einem Zeiss AxioObserver Z1-Mikroskop (Zeiss, Oberkochen) 
aufgenommen. 
 
3.2.5 Gesamt-RNA-Isolation aus Zellen und Messung der RNA-Konzentration 
Nach Absaugen des Mediums wurde 1 ml TriReagent (Sigma, Steinheim) in jedes 
well gegeben und 10 min bei 22 °C mit den Zellen inkubiert. Anschließend wurde die 
TriReagent-Zell-Suspension 10 min ruhend bei 22 °C und weitere 10 min bei 13.000 
rpm und 22 °C mit 200 µl Chloroform (Merck, Darmstadt) extrahiert. Die wässrige 
Phase (mit der RNA) wurde in ein sauberes Eppendorf-Gefäß überführt und die RNA 
mit dem gleichen Volumen (1:1) Isopropanol (Merck, Darmstadt) für 10 min bei 22 °C 
und anschließend 45 min bei 13.000 rpm und 4 °C präzipitiert. Der Überstand wurde 
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verworfen und das RNA-Pellet mit 500 µl absolutem Ethanol 15 min bei 13.000 rpm 
(Zentrifuge: 5415R, Eppendorf, Hamburg) und 4 °C gewaschen. Das RNA-Pellet 
wurde bei 22 °C luftgetrocknet und anschließend in 15 µl RNAse-freiem ddH2O 
resuspendiert, 5 min bei 65 °C gelöst und bei -80 °C gelagert. Die Bestimmung der 
RNA-Konzentration erfolgte mit einem NanoDrop-1000 (Peqlab, Erlangen) bei       
260 nm.  
 
3.2.6 cDNA – Reverse Transkription 
1 µg Gesamt-RNA wurden mit ddH2O auf ein Volumen von 12 µl aufgefüllt und mit 
jeweils 2 µl DNA wipe out buffer (quiagen, Hilden) für 2 min bei 42 °C zur Elimination 
von Resten genomischer DNA inkubiert. Jede Probe wurde dann mit einem Mix aus 
4 µl „RT-Buffer“, 1 µl „Nucleotide Mix“ und 1 µl Reverse Transkriptase (alle quiagen, 
Hilden) weitere 30 min bei 42 °C in komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben. Für 
die real-time quantitative PCR wurde das Volumen des cDNA-Ansatzes mit 100 µl 
ddH2O auf ein Endvolumen von 120 µl aufgefüllt. 
 
3.2.7 realtime RT quantitative PCR (qPCR) 
Zur Evaluation der transkriptionellen Genregulation wurden relative mRNA-Level 
mittels quantitativer Echtzeit-PCR (qPCR) bestimmt. Die PCR wurde in einem ABI 
7300 real time System (Applied Biosystems, Darmstadt) mit Platinum SYBR green 
qPCR SuperMix-UDG kit (invitrogen, Karlsruhe) durchgeführt. Der Reaktionsmix für 
jedes zu quantifzierende Gen enthielt 10 µl Platinum SYBR green qPCR SuperMix-
UDG, 5 µl cDNA und 2,5 µl jedes Primers (Endkonzentration: 10 pM) in einem 
Endvolumen von 20 µl. Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) 
wurde als endogene Kontrolle gewählt und unter den gleichen 
Reaktionsbedingungen quantifiziert. Alle PCR-Primer-Sequenzen wurden mit der 
Primer3-Software entworfen (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). Die PCR-Zyklen 
wurden wie folgt festgelegt: 50 °C für 2 min und 95 °C für 2 min, gefolgt von 40 
repetitiven Zyklen bestehend aus Denaturierung: 95 °C für 30 Sekunden und 
„Annealing“ und „Amplifikation“: 60 °C für 30 Sekunden. Während der letzten Schritte 
wurde zwecks Analyse der Dissoziationskurven ein Temperaturgradient zwischen   
60 °C und 95 °C festgelegt, um die PCR-Qualität zu überprüfen. Als 
Negativkontrollen dienten Ansätze ohne template-DNA, mit Wasser anstelle von 
cDNA, und eine negative reverse Transkription. Die Expression des Gens von 
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Interesse wurde für jede Probe relativ zur internen Kontrolle Glycerinaldehyd-3-
phospat-Dehydrogenase (GAPDH) mit der 2-ΔΔCt-Methode (Dai et al., 2007) kalkuliert.  
 
3.2.8 Proliferation 
Die Proliferation wurde über den Einbau radioaktiv markierten [3H]-Thymidins 
evaluiert. Hierzu wurden humane, glatte Gefäßmuskelzellen (VSMCs) in einer Dichte 
von 15.000 Zellen in 24-Loch Kulturplatten ausgesät und nach 24 Stunden durch 
Serumentzug synchronisiert. Weitere 24 Stunden später wurden die VSMC – wie 
unter 3.2.1 auf Seite 48 beschrieben – für 24 Stunden stimuliert. 18 Stunden nach 
Zugabe der Stimuli wurden in jeden Ansatz 1 µCi/ml [3H]-Thymidin (Perkin Elmer, 
Bodgau-Jügesheim) gegeben und für die letzten 6 Stunden mit den Zellen inkubiert. 
Anschließend wurde das Medium abgesaugt und die Zellen zweimal mit jeweils 1 ml 
1x PBS gewaschen. Die Inkorporation des [3H]-Thymidins wurde mit hypochloriger 
Säure gestoppt. Hierzu wurden die Ansätze einmal mit 500 µl hypochloriger Säure 
gewaschen und anschließend für 2 Minuten mit 500 µl hypochloriger Säure inkubiert. 
Nach Absaugen der hypochlorigen Säure wurden je Ansatz 300 µl 0,1 M NaOH 
zugegeben und die 24-Loch Kulturplatten für 15 min leicht schwenkend bei 37 °C 
inkubiert, um die Zellen zu lysieren. Von diesen Lysaten wurden 30 µl für spätere 
Proteinbestimmungen bei -20 °C gelagert. Das übrige Zellysat wurde in 
Szintillationsröhrchen gefüllt, mit 4,7 ml Szintillationsflüssigkeit (Lumac LSC, 
Niederlande) aufgefüllt und jede Probe wurde in einem beta-Counter (Beckmann 
Coulter, Krefeld) 3 min. vermessen. Die „counts per minute“ wurden anschließend 
auf die Proteinmenge normalisiert. 
 
3.2.9 Proteinbestimmung 
Die Bestimmung der Proteinmenge erfolgte mit der Methode nach Bradford. Hierzu 
wurde eine BSA-Eichreihe von 2 µg bis 12 µg BSA angesetzt. Anschließend wurde 
Bradford-Reagenz (Biorad, München) 1:5 mit ddH2O verdünnt und in einem Volumen 
von 200 µl in die Eichreihen- und Proteinproben gegeben. Die Messung der 
Extinktion erfolgte bei 595 nm in einem ELISA-Reader (Thermo Electron, Karlsruhe). 
 
3.2.10 HA-Größenausschlußchromatographie 
Zur Bestimmung der relativen Molekulargewichtsverteilung der HA wurden VSMC 
parallel zur Stimulation mit PDGF und E2 für 24 Stunden mit 40 µCi/ml [3H]-
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Glukosamin (Perkin Elmer, Bodgau-Jügesheim) inkubiert. 24 Stunden nach der 
Markierung/Stimulation wurde der Mediumsüberstand für 12 Stunden bei 37 °C mit 
500 µg/ml Pronase (SIGMA, Steinheim) verdaut. Die Pronase wurde durch 20-
minütiges Erhitzen der Probe bei 100 °C inaktiviert und der Pronaseverdau so 
terminiert. Der gesamte Überstand wurde zwecks Abtrennung des nicht eingebauten 
[3H]-Glukosamins auf eine Sephadex G50-Säule mit einem Bettvolumen von 4 ml 
gegeben, die zuvor einige Male mit swelling-Puffer (0,1 M Tris, 0,1 M Na-Acetat,  
0,02 % NaN3, pH 7,3 mit 99 %-iger Essigsäure eingestellt) äquilibriert worden war. 
Der Durchfluss wurde verworfen. Anschließend wurde mit 1,5 ml Elutionspuffer (0,1 
M Tris, 0,1 M Acetat, 0,025 % CHAPS – (3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-
1-propansulfonat)) eluiert und die makromolekulare Fraktion gesammelt. 20 µl des 
Eluats wurden nach Zugabe von 4 ml Szintillationsflüssigkeit 3 min in einem beta-
Counter (Beckmann Coulter, Krefeld) vermessen. Entsprechend der Messergebnisse 
wurden 20.000 counts des Eluats der mit [3H]-Glukosamin markierten 
Glykoasminoglykane im Überstand zunächst mit 20 µl VitaminB12 (SIGMA, 
Steinheim)-Lösung (10 mg in 1 ml dH2O, Überstand nehmen) versetzt und dann auf 
einer Sephacryl S-1000 Säule entsprechend der Größe chromatographisch separiert. 
Hierzu wurden die Proben auf die Säule gegeben und nach Einlaufen in die Säule 
mit 3 cm Laufpuffer (0,5 M Acetat, 0,02 % NaN3, 0,025 % CHAPS, pH 7,0) 
überdeckt. Alle 2 ½ Minuten wurde das durch die Säule laufende Volumen in jeweils 
einzelnen Fraktionen in Szintillationsröhrchen aufgefangen, bis der letzte 
VitaminB12-Marker aus der Säule herausgelaufen war. Anschließend wurde jedes 
Szintillationsröhrchen mit 4 ml Szintillationsflüssigkeit aufgefüllt und alle Proben 
wurden für 3 min vermessen. 
 
3.2.11 Lentiviren 
3.2.11.1 Plasmid-Vektor-Konstruktion 
Lentivirale Vektoren können große cDNAs in eine Reihe sich teilender und nicht 
teilender Zellen einbringen, einschließlich terminal differenzierter Säugetierzellen wie 
z.B. Lymphozyten oder Makrophagen. Wegen der fehlenden Toxizität und 
Immunantwort sind Lentiviren ein attraktives Instrument für den Transfer von Genen. 
Die Sicherheit von lentiviralen Vektoren ist mit der Generierung von selbst-
inaktivierenden und mit nur einem minimalen Verpackungssystem ausgestatteten 
Viren verbessert worden. Das HIV-Hüllprotein wurde zunächst durch ein VSV-G 
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ersetzt. Um die Menge der HIV-kodierenden Regionen im Verpackungssystem weiter 
zu minimieren, wurde eine zweite Virusgeneration mit extensiven Deletionen des 
viralen Genoms entwickelt. Dieses Verpackungssystem der 2. Generation enthält nur 
die gag, pol, tat und rev Gene des HIV-1 und ihm fehlen alle akzessorischen Gene, 
weil diese (vpr, vpu, vif und nef) für eine effiziente Produktion von Viruspartikeln nicht 
notwendig sind. Diese zweite Generation des lentiviralen Verpackungssystems 
enthält drei Plasmide. Das pVSVG ist das Plasmid, das für das Hüllprotein kodiert. 
pCD/NL-BH ist das Verpackungsplasmid. pCl1 (Appendix 2, Seite 160) wurde als 
Transferplasmid gewählt und zugleich als Leervektor verwendet, der durch seine 
EGFP-Expression charakterisiert ist. Die „multiple cloning site“ (mcs) im pCl1 wurde 
mit XhoI und EcoRI restriktionsverdaut. Die „full length“-cDNA der humanen HAS1 
und HAS2 wurde durch RT-PCR aus Gesamt-RNA humaner glatter 
Gefäßmuskelzellen generiert (verwendete Primerpaare: s. Appendix 3, Seite 161) 
und schließlich in die mcs des pCl1-Vektors kloniert. Die Vektoren wurden im 
Anschluss an die Klonierung sequenziert und die korrekte Insertion der cDNA so 
verifiziert. 
 
3.2.11.2 Virenproduktion 
Am Tag vor der Transfektion wurden HEK293T Zellen in einer Dichte von               
2,5 - 3 x 106 Zellen in d100-Zellkulturschalen ausgesät. Für die Virenproduktion 
wurde DMEM-Medium – supplementiert mit 10 % (v/v) hitze-inaktiviertem FCS (PAN 
biotech, Aidenbach) und 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin-Lösung (invitrogen, 
Karslruhe) – verwendet. Die Transfektion wurde mittels der Polyethylenimin (PEI) 
(Sigma-Aldrich, München) Methode durchgeführt. 5 µg Transfervektor – entweder 
pCl1 oder HAS1- bzw. HAS2-Überexpressionsvektoren (pCl1mcs-HAS1/HAS2) –,    
5 µg des Verpackungsplasmids (pCD/NL BH) und 5 µg des Hüllplasmids (pVSVG) 
wurden in DMEM(0)-Medium auf ein Endvolumen von 2 ml verdünnt. 45 µl einer PEI-
Lösung (1 mg/ml) wurden zu dem Vektormix gegeben, vorsichtig vermischt und 
anschließend 20 Minuten bei 22 °C unter sterilen Zellkulturbedingungen inkubiert, 
damit sich der DNA-PEI-Komplex formen konnte. Das 293T-Kulturmedium wurde 
durch 4 ml DMEM – supplementiert mit 10 % hitzeinaktiviertem FCS und 1 % 
Penicillin/Streptomycin-Lösung – ersetzt. Der DNA-PEI-Komplex wurde gleichmäßig 
und tröpfchenweise zu den 293T-Zellen gegeben. Nach vorsichtigem Schwenken 
wurden die 293T-Zellen 16 Stunden unter feuchten Bedingungen bei 37 °C und 5 % 
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CO2 inkubiert. Anschließend wurde das Transfektionsmedium durch Komplett-
Medium, das 10 mM Natriumbutyrat (Sigma, Steinheim) enthielt, ersetzt, um die CMV 
(Cytomegalievirus)-Promotor-Aktivität zu induzieren. Sechs Stunden nach der 
Induktion wurde das Kulturmedium durch 5 ml IMDM-Medium (Sigma-Aldrich, 
München) ersetzt, das mit 10 % hitzeinaktiviertem FCS und 1 % 
Penicillin/Streptomycin-Lösung supplementiert war. Das virenenthaltende IMDM-
Medium wurde 24 Stunden nach der Induktion geerntet und durch einen Sterilfilter 
mit einer Porengröße von 0,45 µm filtriert. Abschließend wurde das virenenthaltende 
Medium aliquotiert und bei -80 °C gelagert.  
 
3.2.11.3 Infektion von VSMC 
Humane, glatte Gefäßmuskelzellen (VSMC) wurden bei Erreichen von ca. 60 % 
Konfluenz infiziert. Für die Transduktion wurde DMEM-Medium verwendet, das mit 
10 % hitzeinaktiviertem FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin-Lösung supplementiert 
war. Für die Infektion wurden gleiche Virustiter auf Eis in Medium mit 10 µg/ml 
Protaminsulfat (Sigma-Aldrich, München) verdünnt und tröpfchenweise auf die Zellen 
gegeben. Protaminsulfat ist ein kleines positiv geladenes Molekül, das an 
Zelloberflächen bindet, deren Ladung neutralisiert und dadurch die 
Transduktionseffizienz durch Lentiviren stark erhöht. Das Zellkulturmedium wurde 
nach 24 Stunden erneuert. Nach 96 Stunden wurden die Stimulationsversuche mit 
Synchronisierung der Zellen durch Serumentzug – wie unter 3.2.1 auf Seite 48 – 
beschrieben, initiiert. 
 
3.3 Statistik 
Alle Daten sind als Mittelwerte ± Standardfehler dargestellt. Unterschiede zwischen 
den Gruppen „Plazebo“ und „E2“ sowie „Kontrolle“ und „OVX“ wurden mittels t-Test 
analysiert. Zur Evaluation von Signifikanzen zwischen den Gruppen „Plazebo“, 
„MPA“ und „MPA + E2“ hinsichtlich der Plaquescores, der quantitativen Bildanalysen, 
der Resultate aus den Thrombosemessungen, der EC50-Konzentrationen von ACh 
und SNAP, der CD62P-Expression, der ETPs sowie für die Zellversuche wurde 
jeweils eine one-way ANOVA durchgeführt. Die Analyse der statistischen Signifikanz 
zwischen den Konzentrations-Wirkungs-Kurven wurde mittels two-way ANOVA 
durchgeführt. p-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant erachtet. Die 
Signifikanzanalysen wurden mit der Prism GraphPad 4.0 Software durchgeführt. 
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4.  Ergebnisse 
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4.1 Tierversuche 
4.1.1 Effekte von endogenen ovariellen Steroiden und exogen substituiertem 
Estradiol auf die Atherosklerose im Tiermodell 
Vor dem Hintergrund der einleitend beschriebenen klinischen Studien, die einen 
protektiven Effekt einer kombinierten Hormonersatztherapie ebenso wenig wie den 
einer Estrogen-Monotherapie bestätigen konnten, war es Ziel dieser Arbeit, ein 
Mausmodell zu etablieren, mit dem nachteilige Effekte von E2 auf den 
Symptomenkomplex der Atherothrombose, erstmals auch im Tiermodell dargestellt 
und in Zukunft für mechanistische Studien verwendet werden können.  
Zunächst wurde der Effekt einer Depletion endogen zirkulierender Steroide durch 
Ovariektomie sowie einer Substitution mit E2 in Hinblick auf deren atherogene 
Wirkung untersucht.  
 
4.1.1.1 Atherosklerose nach Substitution von 6,6 µg E2/Tag  
Zur Validierung des Modells wurde eine Substitution mit supraphysiologischen E2-
Dosierungen (6,6 µg/Tag) vorgenommen, um sicherzustellen, dass bereits 
beschriebene anti-atherogene Wirkungen von E2 im Tierversuch am Modell der 
ApoE-/--Maus reproduziert werden konnten. Nach Substitution von ApoE-/--Mäusen 
mit 6,6 µg/Tag E2 für einen Zeitraum von 90 Tagen zeigte sich eine signifikante 
Reduktion des Ausmaßes der Atherosklerose [Plazebo: 4 % ± 0,3 % vs. E2           
(6,6 µg/Tag): 2,4 % ± 0,2 %, n = 4 – 18, p < 0,05]. 
 
 
  
 
 
Abb. 4-1: Ausmaß der 
Atherosklerose nach   
6,6 µg E2/Tag. (A) 
Repräsentative Bilder von 
en face-Präparationen von 
Aorten von mit Plazebo und 
E2 substituierten Tieren. (B) 
Quantitative Auswertung des 
Plaquebesatzes der Aorten 
von mit Plazebo und E2 
substituierten Tieren   
(n = 4 – 18, *, p < 0,05). 
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Das eigentliche Interesse lag in der Folge jedoch in der Beantwortung der Frage 
nach den atherogenen Effekten einer Estrogen-Ersatztherapie mit niedrigeren als 
den in den bisherigen Tierexperimenten verwendeten E2-Dosierungen. Mit 1,1 µg 
E2/Tag wurde daher eine Substitutionsdosis gewählt, die den vorsichtigen Einsatz 
von niedrig dosiertem E2 bei Frauen, die mit einer Hormonersatztherapie behandelt 
werden, widerspiegelt und eher an die in der Humantherapie geltenden 
Therapieschemata angelehnt ist. Für eine postmenopausale Hormonersatztherapie 
ist in keinem Fall die Substitution supraphysiologischer Dosen vorgesehen.  
 
4.1.1.2 Substitution von 1,1µg E2/Tag  
4.1.1.2.1 Bestimmung der Uterusgewichte und Estradiol-Plasmaspiegel 
Um zunächst zu evaluieren, ob die für die Substitution gewählte E2-Dosis von 1,1 
µg/Tag tatsächlich Effekte im physiologischen und nicht im supraphysiologischen 
Bereich hatte, wurden als physiologischer Parameter zur Validierung der 
Ovariektomie und der nachfolgenden Hormonsubstitution die Uterusgewichte der 
Tiere aus den verschiedenen Versuchsgruppen am Ende der Versuchsperiode im 
Alter von 132 Tagen bestimmt.  
 
 
 
 
 
 
Abb. 4-2: Uterusgewicht (Nassgewicht) nach OVX und E2-Substitution. Exemplarische Bilder der Uteri von (A) 
Kontrollen und (B) ovariektomierten Mäusen, sowie ovariektomierten Tieren, die mit (C) Plazebo und (D) E2 (1,1 µg/Tag) 
substituiert worden sind. Statistische Analyse der Uterus-Nassgewichte von (E) Kontrollen und ovariektomierten Mäusen 
sowie ovariektomierten Tieren, die mit (F) Plazebo und E2 substituiert worden sind. n = 4 – 12; *, p < 0,05 vs. Kontrolle in 
(E) und vs. Plazebo in (F) 
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Im Vergleich zum Uterusgewicht nicht ovariektomierter Kontrolltiere war das 
Uterusgewicht ovariektomierter Mäuse signifikant reduziert (Kontrolle: 0,070 g ± 
0,007 g vs. OVX: 0,015 g ± 0,005 g, n = 4 – 12, p < 0,05). Die durch OVX induzierte 
Uterusatrophie wurde im Vergleich zu plazebosubstituierten Tieren durch E2 
aufgehoben (Plazebo: 0,014 g ± 0,004 g vs. E2: 0,056 g ± 0,008 g, n = 4 – 5,             
p < 0,05).  
Als direkter Parameter zum Nachweis der durch OVX induzierten Depletion eines 
großen Teils des endogen zirkulierenden Estradiols sowie der Erhöhung 
zirkulierender E2-Spiegel nach exogener Estradiol-Substitution wurden die E2-
Plasma-Spiegel in – mit NaCl/EDTA antikoaguliertem – Plasma bestimmt. Es wurden 
sowohl der “ultrasensitive radioactive immunoassay (RIA) DSL-4800“ von Beckman 
Coulter GmbH (Sinsheim, Germany) als auch der „enzyme immunoassay (EIA)“ von 
American Research Products, Inc.TM verwendet. In beiden Fällen lag die Extinktion 
aufgrund des hoch lipämischen Plasmas und einem dadurch bedingten 
ausgeprägten Löschen des Estradiolsignals häufig nur im Bereich der Extinktion des 
Puffers oder sogar darunter, so dass die E2-Plasma-Konzentrationen nicht bestimmt 
werden konnten.  
 
4.1.1.2.2 Bestimmung der Körpergewichte und des Lipidprofils 
Zur Beantwortung der Frage, ob die Ovariektomie bzw. die Hormonsubstitution mit E2 
Effekte auf das Körpergewicht der Mäuse oder deren Lipidprofil haben, wurden die 
Tiere am Ende der experimentellen Periode gewogen und es wurden die 
Gesamtcholesterol- und Triglyzeridspiegel im Plasma bestimmt.  
Wie in Tabelle 4-1 auf Seite 60 dargestellt, war das Körpergewicht nach 
Ovariektomie signifikant erhöht (Kontrolle: 26,4 g ± 0,4 g vs. OVX: 35,9 g ± 0,6 g,      
n = 16 – 20, p < 0,05) und im Vergleich zum Gewicht plazebosubstituierter Tiere 
nach Behandlung mit E2 wieder auf das Niveau von Kontrolltieren reduziert (Plazebo: 
35,0 g ± 0,5 g vs. E2: 27,9 g ± 0,9 g, n = 14 – 20, p < 0,05). Hinsichtlich der 
Plasmaspiegel für Gesamtcholesterol und Triglyzeride zeigte sich in keiner der 
Gruppen ein Unterschied. 
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4.1.1.2.3 Atherosklerose 
Als Maß für das atherogene Potential endogenen sowie in physiologischen 
Dosierungen substituierten Estradiols wurde der Plaquebesatz der Aorta in 
Gesamtaortenpräparationen, die mit Öl-Rot-O gefärbt worden waren, quantifiziert 
und als der prozentuale Anteil der rot gefärbten Fläche an der Gesamtaortenfläche 
bestimmt.  
Ovariektomierte Tiere zeigten im Vergleich zu nicht ovariektomierten Kontrolltieren 
einen signifikant erniedrigten Plaquebesatz in den Aorten, der durch exogene 
Substitution von E2 im Vergleich zum Plaquebesatz plazebobehandelter Tiere wieder 
aufgehoben wurde (Kontrolle: 5,7 % ± 0,4 % vs. OVX: 4,0 % ± 0,3 %, n = 17 – 20,    
p < 0,05; Plazebo: 4,0 % ± 0,3 % vs. E2: 5,1 % ± 0,3 %, n = 17 – 20, p < 0,05). Die 
verstärkte Atherosklerose konnte auch im Aortenursprung verifiziert werden. Hier war 
die Gesamt-Plaquefläche von Kontrolltieren mit intakter, ovarieller Steroidsynthese 
sowie von den Tieren, die nach Ovariektomie mit E2 substituiert worden sind, 
signifikant höher als die Plaquefläche in ovariektomierten bzw. plazebobehandelten 
Tieren. Die Gesamtplaquefläche wurde als Quadratpixel vermessen und 
anschließend auf die jeweilige Kontrollgruppe (Kontrolle bzw. Plazebo) normalisiert  
 
 Kontrolle OVX 
Körpergewicht [g] 26.4 ± 0.4 35.9 ± 0.6 * 
Gesamtcholesterol [mg/dl] 864.6 ± 53.1 987.0 ± 50.0 
Triglyzeride [mg/dl] 102.9 ± 15.3 126.3 ± 13.7 
 Plazebo OVX E2 OVX 
Körpergewicht [g] 35.0 ± 0.5 27.9 ± 0.9 * 
Gesamtcholesterol [mg/dl] 806.8 ± 80.5 775.1 ± 47.6 
Triglyzeride [mg/dl] 85.3 ± 14.1 97.3 ± 14.6 
B
Tab. 4-1: Zusammenfassung der Körpergewichte und des Lipidprofils nach OVX und E2-Substitution. 
Körpergewichte, Gesamtcholesterol- und Triglyzeridspiegel von (A) Kontrollen und ovariektomierten Mäusen und 
ovariektomierten Mäusen, die mit (B) Plazebo und E2 substituiert worden sind. n = 8 – 20, *, p < 0,05 vs. Kontrolle in (A) 
und vs. Plazebo in (B) 
A
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(Kontrolle: 100 % ± 4,2 % vs. OVX: 79,5 % ± 5,6 %, n = 17 – 20, p < 0,05; Plazebo: 
100 % ± 8,0 % vs. E2: 123,6 % ± 8,4 %, n = 17 – 20,  p < 0,05). 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Endogene, ovarielle Steroide und – in physiologischen Dosierungen exogen 
subkutan substituiertes – E2 erhöhten das Ausmaß der Atherosklerose sowohl in 
Gesamtaortenpräparationen als auch im Aortenursprung somit um mehr als 20 %. 
 
4.1.1.2.4 Endothelfunktion 
Als zugrunde liegender Mechanismus einer verstärkten Atherosklerose ist eine 
beeinträchtigte Endothelfunktion denkbar, weil eine endotheliale Dysfunktion der 
Manifestation atherosklerotischer Ablagerungen vorausgehen kann. Zur Überprüfung 
dieser Hypothese wurden Untersuchungen zur Endothelfunktion angeschlossen und  
Abb. 4-3: Ausmaß der Atherosklerose nach 1,1 µg E2/Tag. Repräsentative Bilder von en face-Präparationen von 
Aorten von (A) Kontrollen und ovariektomierten Tieren und Tieren, die mit (D) Plazebo und E2 substituiert worden sind. 
Auswertung des Plaquebesatzes der Aorten von (B) Kontrollen und ovariektomierten Tieren und Tieren, die mit (E) 
Plazebo und E2 substituiert worden sind (n = 17 – 20, *, p < 0,05 vs. Kontrolle bzw. Plazebo). Normalisierte 
Gesamtplaqueflächen von (C) Kontrollen und ovariektomierten Tieren und Tieren, die mit (F) Plazebo und E2 substituiert 
worden sind (n = 5 – 10, *, p < 0,05 vs. Kontrolle bzw. Plazebo).  
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zunächst die acetylcholininduzierte endothelabhängige Vasorelaxation nach 
halbmaximaler Vorkontraktion mit Phenylephrin analysiert.  
 
    
           
      
 
 
 
 
Es zeigte sich sowohl in den Konzentrations-Wirkungs-Kurven als auch in den EC50-
Werten für ACh, dass ovariektomierte Tiere eine bessere Endothelfunktion besaßen 
als Kontrolltiere (Kontrolle: 71,6 nM ± 16,0 nM vs. OVX: 34,6 nM ± 7,2 nM, n = 5 – 7, 
p < 0,05). Die Endothelspezifität dieses Effektes wurde durch Analyse der 
endothelunabhängigen Vasorelaxation in Antwort auf den exogenen NO-Donor 
SNAP validiert. In diesen Versuchen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede 
für die EC50-Werte (Kontrolle: 326,7 nM ± 85,6 nM vs. OVX: 722,1 nM ± 166,2 nM,   
n = 6 – 7). Bei einer Konzentration von 300 nM SNAP zeigten Aortenringe 
ovariektomierter Tiere in den Konzentrations-Wirkungs-Kurven sogar eine signifikant 
verschlechterte Antwort auf SNAP. 
 
 
Abb. 4-4: Durch ACh- und SNAP induzierte Vasorelaxation bei Kontrollen und ovariektomierten Tieren. 
Konzentrations-Wirkungskurven in Antwort auf (A) Acetylcholin bei Kontroll- und ovariektomierten Tieren und auf (C) 
SNAP bei Kontrollen und ovariektomierten Tieren. EC50-Werte für (B) Acetylcholin bei Kontrollen und ovariektomierten 
Tieren und für (D) SNAP bei Kontrollen und ovariektomierten Tieren (n = 5 – 7, *, p < 0,05 vs. Kontrolle) 
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Die Relaxation in Antwort auf Acetylcholin war bei mit E2 substituierten Tieren, im 
Vergleich zu der Relaxation bei mit Plazebo behandelten Tieren, verschlechtert, so 
dass ein Zusammenhang zwischen der durch E2 verstärkten Atherosklerose und der 
gleichermaßen verschlechterten Endothelfunktion zu bestehen scheint         
(Plazebo: 47,5 nM ± 7,7 nM vs. E2: 96,3 nM ± 12,6 nM, n = 4 – 6, p < 0,05).  
Die Endothelspezifität des Effektes konnte auch in diesen beiden Gruppen bestätigt 
werden, da sich keine Unterschiede hinsichtlich der Ansprechbarkeit auf den 
exogenen NO-Donor SNAP zeigten (OVX: 334,5 nM ± 68,6 nM vs.                     
E2: 394,3 nM ± 54,9 nM, n = 6 – 7). Um zu evaluieren, ob dem pro-atherogenen 
Phänotyp in mit E2 substituierten Tieren zusätzlich ein zelluläres und/oder 
strukturelles Remodelling der Plaques zugrunde liegt, wurde die Plaquemorphologie 
in Hinblick auf Lipidakkumulation, Kollagengehalt und -fibrillendichte, 
Hyaluronsäureakkumulation, Makrophagen-Retention, sowie α-SM-Aktin-Gehalt 
analysiert. 
Abb. 4-5: Durch ACh- und SNAP induzierte Vasorelaxation nach 1,1 µg E2/Tag.  Konzentrations-
Wirkungskurven in Antwort auf (A) Acetylcholin in der Plazebogruppe und bei mit E2 substituierten Tieren und 
auf (C) SNAP bei mit Plazebo und E2 substituierten Tieren. EC50-Werte für (B) Acetylcholin bei mit Plazebo und 
E2 substituierten Tieren und für (D) SNAP bei mit Plazebo und E2 substituierten Tieren (n = 4 – 7, *, p < 0,05 vs. 
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4.1.1.2.5 Plaquemorphologie 
4.1.1.2.5.1 Lipidgehalt atherosklerotischer Plaques des Aortenursprungs 
Das Remodelling atherosklerotischer Plaques – sowohl auf zellulärer als auch auf 
struktureller Ebene – ist ein weiterer wichtiger Parameter, der in Stabilisierung oder 
Destabilisierung von Plaques involviert sein kann. Zur Evaluation eventueller 
Unterschiede im Lipidgehalt atherosklerotischer Plaques wurden Präparate des 
Aortenursprungs mit Öl-Rot-O gefärbt und der Lipidgehalt wurde anschließend 
quantitativ als das Produkt aus gefärbter Fläche und mittlerer Farbintensität 
ausgewertet.  
 
 
  
 
 
Es konnte gezeigt werden, dass eine Depletion ovarieller Steroide den Lipidgehalt 
atherosklerotischer Plaques des Aortenursprungs ovariektomierter Tiere im Vergleich 
mit dem Lipidgehalt nicht ovariektomierter Kontrolltiere signifikant erhöhte (Kontrolle: 
7,0 ± 0,8 vs. OVX: 10,0 ± 0,8, n = 7 – 8, *, p < 0,05 vs. Kontrolle). Keine 
Unterschiede hinsichtlich des Lipidgehaltes in den Plaques des Aortenursprungs 
zeigten sich in der Gruppe der mit Plazebo oder mit E2 behandelten Tiere. 
 
Abb. 4-6: Lipidakkumulation in atherosklerotischen Plaques 
des Aortenursprungs nach 1,1 µg E2/Tag. Repräsentative 
Bilder von Öl-Rot-O-Färbungen des Aortenursprungs von (A) 
Kontrollen und (B) ovariektomierten Tieren sowie Tieren, die mit 
(D) Plazebo und (E) E2 substituiert worden sind. (C, F) 
Statistische Auswertung der Öl-Rot-O-Färbungen als das 
Produkt aus positiv gefärbter Fläche und mittlerer Farbintensität 
(n = 5 – 9, *, p < 0,05 vs. Kontrolle) 
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4.1.1.2.5.2 Kollagengehalt und -packungsdichte, Makrophagen-Retention und 
Hyaluronsäure-Akkumulation 
Um zu evaluieren, ob das erhöhte Ausmaß der Atherosklerose neben der 
eingeschränkten, vaskulären Reaktivität auch mit strukturellem Remodelling der 
extrazellulären Matrix in den atherosklerotischen Ablagerungen einhergeht oder auf 
inflammatorische Ereignisse zurückzuführen ist, wurden histologische Präparate des 
Aortenursprungs für Kollagen gefärbt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kollagen ist neben Hyaluronsäure eine wichtige Komponente der EZM, die 
atherosklerotischen Plaques strukturelle Integrität verleiht. Je nach Dichte, in der die 
Kollagenfibrillen „gepackt“ sind, kann dies auf eine stabilere oder eine labilere 
Plaquearchitektur hindeuten. Der Gesamt-Kollagengehalt in Präparaten des  
Abb. 4-7: Gesamtkollagengehalt und -packungsdichte nach 1,1 µg E2/Tag. (A, C, G, I) Repräsentative Bilder der 
Picrosirius-Rot-Färbung im Durchlicht und (B, D, H, J) in polarisiertem Licht. Gesamtkollagengehalt und -packungsdichte 
von (A, B) Kontrollen und (C, D) ovariektomierten Tieren und Tieren, die mit (G, H) Plazebo und (I, J) E2 substituiert 
worden sind. (E, F, K, L) Statistische Auswertung der Picrosirius-Rot-Färbung im (E, K) Durchlicht und (F, L) 
polarisierten Licht als das Produkt aus positiv gefärbter Fläche und mittlerer Farbintensität (n = 6 – 10, *, p < 0,05 vs. 
Plazebo). 
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Aortenursprungs aus den verschiedenen Gruppen wurde mit Picro-Sirius-Rot gefärbt 
und anschließend als das Produkt aus positiv gefärbter Fläche und mittlerer 
Pixelintensität ausgewertet. Die Packungsdichte kann unter polarisiertem Licht 
evaluiert werden, wobei dicht-gepacktes Kollagen dunkel-orange-rot und lockeres, 
neu synthetisiertes Kollagen grün erscheint. Es zeigte sich, dass nur in der Gruppe 
der mit E2 substituierten Tiere im Vergleich zu der Gruppe der mit Plazebo 
behandelten Tiere der Gesamt-Kollagengehalt reduziert war, nicht aber in der 
Gruppe der Kontrolltiere im Vergleich zu der Gruppe ovariektomierter Tiere. 
Bezüglich der Packungsdichte der Kollagenfibrillen zeigte sich in Tieren mit intakter, 
ovarieller Steroidsynthese und in den Tieren nach exogener E2-Substitution ein 
tendenziell reduzierter Gehalt dicht gepackten Kollagens.  
Der Gehalt an Hyaluronsäure (HA) und die Retention von Makrophagen  wurden in 
einer Doppelfärbung für das Makrophagen-Antigen mac2 und die Matrix-
Komponente HA analysiert. 
 
 
 
 
 
Abb. 4-8: Makrophagen-Retention 
und Hyaluronsäure-Akkumulation 
nach 1,1 µg E2/Tag.  Repräsentative 
Bilder von Makrophagen-
Hyaluronsäure-Doppelfärbungen des 
Aortenursprungs, von (A) Kontrollen 
und (B) ovariektomierten Tieren, und 
Tieren, die mit (C) Plazebo und (D) 
E2 substituiert worden sind. (E, F, G, 
H) Statistische Auswertung der 
Makrophagen-Hyaluronsäure-
Doppelfärbung als das Produkt aus 
positiv gefärbter Fläche und mittlerer 
Farbintensität (n = 6 – 10).    
rot: Makrophagen-Antigen mac2, 
grün: HA, blau: Zellkerne 
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Wie in Abbildung 4-8 auf Seite 66 dargestellt, zeigten sich in keiner der Gruppen 
Unterschiede hinsichtlich der Retention von Makrophagen oder des Gehalts an 
Hyaluronsäure in den Plaques. 
 
4.1.1.2.5.3 Gehalt α-SM-Aktin positiver Zellen 
Wie einleitend bereits beschrieben, spielt die Präsenz glatter, α-SM-Aktin positiver 
Zellen eine wichtige Rolle in Hinblick auf die Stabilisierung der fibrotischen Kappe 
eines Plaques. Sie kann darüber hinaus zu einem luminal gerichteten Anwachsen 
des Plaques führen und so zur Verengung von Gefäßen beitragen. Um den Gehalt α-
SM-Aktin positiver Zellen in der fibrotischen Kappe atherosklerotischer Plaques zu 
bestimmen, wurden Präparate des Aortenursprungs für glattmuskuläres α-Aktin 
gefärbt. Es zeigte sich erstaunlicherweise, dass die Depletion ovarieller Steroide 
durch Ovariektomie zu einer massiven Erhöhung α-SM-Aktin positiver Zellen in der 
fibrotischen Kappe der Plaques führte (Kontrolle: 14,5 ± 2,5 vs. OVX: 25,5 ± 4,4;     n 
= 7 – 8, *, p < 0,05 vs. Kontrolle). Dieser Phänotyp ließ sich im Vergleich von mit 
Plazebo und E2 substituierten Tieren durch E2 partiell wieder aufheben. 
 
   
 
Abb. 4-9: SMC-Gehalt nach 1,1 µg E2/Tag. Repräsentative Bilder 
von α-SM-Aktin-Färbungen des Aortenursprungs von (A) Kontrollen 
und (B) ovariektomierten Tieren und von Tieren, die mit (D) Plazebo 
und (E) E2 substituiert worden sind. Statistische Auswertung der α-
SM-Aktin-Färbung von (C) Kontrollen und ovariektomierten Tieren 
und (F) Tieren, die mit Plazebo und E2 substituiert worden sind als 
das Produkt aus positiv gefärbter Fläche und mittlerer Farbintensität   
(n = 7 – 8, *, p < 0,05 vs. Kontrolle). rot: α-SM-Aktin, blau: Zellkerne 
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Das durch Ovariektomie bzw. exogen substituiertes E2 induzierte zelluläre (α-SM-
Aktin positive Zellen) und strukturelle Remodelling (Kollagen) der Plaques könnte mit 
Effekten auf die Thrombusbildung assoziiert sein. 
 
4.1.1.2.6 Evaluation der Thrombusbildung  
Das thrombotische Potential, das mit einer Ovariektomie und der nachfolgenden 
Hormonsubstitution mit E2 verbunden ist, wurde im Modell der laserbasierten 
photochemisch induzierten Thrombose evaluiert. Zu Beginn der Versuche wurde das 
Modell hinsichtlich seiner Kapazität, die Entstehung eines Thrombus in der arteria 
carotis communis von Mäusen zu induzieren, validiert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sowohl die Messung des Blutflusses im Verlauf der Messung als auch die 
nachfolgende, histologische Analyse der Arterie zeigten, dass die laserinduzierte 
Aktivierung des Farbstoffs Rose Bengal und die dadurch ausgelöste Schädigung des 
Endothels zu einer vollständigen Okklusion der Arterie führten.  
Interessanterweise zeigte die Zeit bis zur stabilen, okklusiven Thrombusbildung, wie 
in Abbildung 4-11 auf Seite 69 exemplarisch für die Gruppen „Kontrolle“ und „OVX“ 
dargestellt, eine ausgeprägte zirkadiane Rhythmik. Im Vergleich zu der 
morgendlichen Messung war die Zeit bis zur stabilen Okklusion der arteria carotis 
communis am frühen Nachmittag deutlich verkürzt. Diese Ergebnisse machen 
deutlich, dass es bei mehreren Messungen am Tag wichtig ist, aus den 
unterschiedlichen Versuchsgruppen zu jedem Zeitpunkt gleich viele Tiere zu 
messen. 
Abb. 4-10: Validierung des Modells der photochemisch induzierten Thrombose. (A) Exemplarische Messung einer 
unbehandelten ApoE-/--Maus, (B) H&E-Färbung einer okkludierten Arterie nach photochemisch induzierter 
Thrombusbildung. 
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Die Analyse des thrombotischen Potentials in den verschieden behandelten Gruppen 
zeigte, dass weder die Depletion ovarieller Steroide, noch die exogene, subkutane 
Substitution von E2 alleine die Thrombusbildung beeinflussten.  
 
 
  
 
 
Abb. 4-11: Zirkadiane 
Rhythmik. Die Analyse der 
Thrombusbildung in den 
verschiedenen experimentellen 
Gruppen in Abhängigkeit vom 
Messzeitpunkt zeigte, dass es 
hinsichtlich der 
Thrombusentstehung eine 
zirkadiane Rhythmik in allen 
Tieren dahingehend gab, dass 
sich mit späterer Tageszeit die 
thrombotische Antwort erhöhte. 
(n = 2 – 3 je Gruppe und 
Messzeitpunkt). 
Abb. 4-12: Evaluation des 
thrombotischen Potentials 
nach Ovariektomie und E2-
Substitution. (A) Zeit bis zur 
stabilen Okklusion der rechten 
arteria carotis communis in 
Kontrollen und 
ovariektomierten Mäusen. (B) 
Häufigkeit der 
Rekonstituierung des 
Blutflusses nach intermediärer 
Okklusion in Kontrollen und 
ovariektomierten Mäusen. (C) 
Zeit bis zur stabilen Okklusion 
in ovariektomierten Mäusen, 
die mit Plazebo und E2 
substituiert worden sind. (D) 
Häufigkeit der 
Rekonstituierung des 
Blutflusses in ovariektomierten 
Mäusen, die mit Plazebo und 
E2 substituiert worden sind   
(n = 7 – 8). 
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Die Zeit bis zur stabilen Okklusion der rechten arteria carotis communis als Maß für 
das thrombotische Potential war in diesen Gruppen annährend identisch     
(Kontrolle: 56 min ± 6 min vs. OVX: 60 min ± 7 min; Plazebo: 61 min ± 7 min vs.     
E2: 55 min ± 6 min, n = 7 – 8). Die Frequenz der Rekonstitutierung des Blutflusses 
jedoch war in Tieren mit intakter, ovarieller Steroidsynthese oder nach exogener E2-
Substitution im Vergleich mit ovariektomierten oder mit Plazebo substituierten Tieren 
mehr als halbiert, erreichte aber keine Signifikanz (Kontrolle: 0,7 ± 0,3 vs.           
OVX: 1,5 ± 0,4; Plazebo: 2,3 ± 0,6 vs. E2: 1,1 ± 0,4, n = 7 – 8 ). 
 
In dem beschriebenen Mausmodell konnte erstmals auch tierexperimentell ein durch 
Estradiol bedingtes erhöhtes kardiovaskuläres Risiko in Form einer verstärkten 
Atherosklerose dargestellt werden, während gleichzeitig die Thrombusbildung nur 
einen Trend zu einem prothrombotischen Zustand zeigte. Die pro-
atherosklerotischen Effekte von E2 korrelieren mit Daten aus klinischen Studien, die  
keine protektiven E2-Effekte zeigen konnten. Darüber hinaus war E2 in diesem 
Tiermodell sowohl in eine strukturelle als auch in eine zelluläre Umstrukturierung 
atherosklerotischer Plaques des Aortenursprungs involviert.  
In Anlehnung an die in klinischen Studien beschriebene, mit einer kombinierten 
Hormonersatztherapie verbundene, erhöhte Inzidenz thromboembolischer 
Komplikationen wie Myokardinfarkt oder Schlaganfall bei postmenopausalen Frauen, 
wurde das etablierte Mausmodell anschließend verwendet, um Effekte einer 
kombinierten Hormonsubstitution mit E2 und MPA hinsichtlich ihrer Effekte auf die 
Atherothrombose zu untersuchen. 
 
4.1.2 Effekte von Estrogen/Gestagen-Kombinationen  auf die Atherothrombose 
im Tiermodell 
4.1.2.1 Bestimmung der Uterusgewichte 
Zu Beginn der Untersuchungen wurden, wie schon für die Valdierung der 
Ovariektomie und der E2-Substitution beschrieben, die Uterusgewichte als 
physiologischer Parameter zur Validierung der Hormonsubstitution mit MPA und der 
Kombination von MPA und E2 am Ende der Versuchsperiode im Alter von 132 Tagen 
bestimmt. Wie in Abbildung 4-13 auf Seite 71 dargestellt, zeigte MPA alleine keinen 
Effekt auf das Uterusgewicht, antagonisierte bei Kosubstitution mit E2 jedoch dessen  
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hypertrophen Effekt (Plazebo: 0,014 g ± 0,004 g vs. MPA: 0,010 g ± 0,001 g; E2: 
0,056 g ± 0,008 g vs. MPA + E2: 0,025 g ± 0,002 g; n = 4 – 5, p < 0,05). 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
4.1.2.2  Bestimmung der Körpergewichte und des Lipidprofils 
Zur Beantwortung der Frage, ob die Hormonsubstitution mit MPA – alleine oder in 
Kombination mit E2 – Effekte auf das Körpergewicht der Mäuse oder deren Lipidprofil 
hat, wurden die Tiere am Ende der experimentellen Periode gewogen und es wurden 
die Gesamtcholesterol- und Triglyzeridspiegel im Plasma bestimmt.  
 
 
 
 
     
 Plazebo OVX MPA OVX E2 + MPA OVX 
Körpergewicht [g] 35.0 ± 0.5 34.2 ± 0.6 28.7 ± 0.9 * 
Gesamtcholesterol [mg/dl] 806.8 ± 80.5 893.8 ± 75.9 707.2 ± 72.2 
Triglyzeride [mg/dl] 85.3 ± 14.1 106.4 ± 14.9 95.9 ± 15.1 
 
 
Abb. 4-13: Uterusgewicht (Nassgewicht) nach MPA- und MPA/E2-Substitution. Exemplarische Bilder der Uteri von 
ovariektomierten Tieren, die mit (A) Plazebo, (B) E2 (1,1 µg/Tag), (C) MPA (27,7 µg/Tag) und (D) E2 + MPA substituiert 
worden sind. Statistische Analyse der Uterus-Nassgewichte von (E) ovariektomierten Mäusen, die mit Plazebo, E2, MPA 
und E2 + MPA substituiert worden sind (n = 4 – 5; *, p < 0,05 vs. Plazebo; #, p < 0,05 vs. E2). 
Tab. 4-2 Zusammenfassung der Körpergewichte und des Lipidprofils nach MPA- und MPA/E2-Substitution. 
Körpergewichte, Gesamtcholesterol- und Triglyzeridspiegel von ovariektomierten Mäusen, die mit Plazebo, MPA und E2 + MPA 
substituiert worden sind (n = 8 – 20, *, p < 0,05 vs. Plazebo). 
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Wie in Tabelle 4-2 auf Seite 71 dargestellt, war das Körpergewicht von mit E2 + MPA 
substituierten Tieren, wie schon für die E2-Monosubstitution beschrieben, im 
Vergleich mit plazebosubstituierten Tieren signifikant reduziert (Plazebo: 35,0 g ±  
0,5 g vs. MPA + E2: 28,7 g ± 0,9 g, n = 14 – 20, p < 0,05 g). Hinsichtlich der 
Plasmaspiegel für Gesamtcholesterol und Triglyzeride zeigte sich in keiner der 
Gruppen ein Unterschied. 
 
4.1.2.3 Evaluation der Thrombusbildung  
Das thrombotische Potential, das mit einer Hormonsubstitution mit MPA – alleine 
oder in Kombination mit E2 – verbunden ist, wurde im Modell der laserbasierten 
photochemisch induzierten Thrombose evaluiert. Eine Substitution mit MPA alleine 
und MPA + E2 führte zu einer signifikant verkürzten Zeit bis zur stabilen Okklusion 
der rechten arteria carotis communis (Plazebo: 61 min ± 7 min vs. MPA: 43 min ±     
5 min bzw. MPA + E2: 34 min ± 5 min, n = 6 – 7, p < 0,05). Sowohl MPA alleine als 
auch die kombinierte Applikation mit E2 wirkten somit stark pro-thrombotisch. 
Einhergehend mit diesen Beobachtungen zeigte sich in den – mit MPA alleine oder in 
Kombination mit E2 substituierten – Mäusen eine reduzierte Frequenz der 
Rekonstituierung des Blutflusses im Zeitintervall zwischen dem ersten, intermediären 
Thrombus und der stabilen Okklusion (Plazebo: 2,3 ± 0,6 vs. MPA: 0,9 ± 0,3 bzw. 
MPA + E2: 0,3 ± 0,2, n = 6 – 7, p < 0,05 für Plazebo vs. MPA + E2). 
 
 
 
 
 
Abb. 4-14: Evaluation des thrombotischen Potentials unter Behandlung mit MPA und E2 (A) Zeit bis zur stabilen 
Okklusion der rechten arteria carotis communis in ovariektomierten Mäusen, die mit Plazebo, MPA und MPA + E2 
substituiert worden sind. (B) Häufigkeit der Rekonstituierung des Blutflusses nach intermediärer Okklusion in 
ovariektomierten Mäusen, die mit Plazebo, MPA und MPA + E2 substituiert worden sind (n = 6 – 7, *, p < 0,05 vs. 
Plazebo). 
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4.1.2.4 Evaluation der Plättchenaktivierung und Thrombinbildung 
4.1.2.4.1 Basale und induzierte P-Selektin (CD62P)-Expression auf Plättchen 
Dem prothrombotischen Effekt, der in den mit MPA und MPA + E2 substituierten 
Tieren beobachtet wurde, können (i) eine erhöhte Plättchenaktivierung/-
aktivierbarkeit, (ii) Änderungen in der sekundären Hämostase oder (iii) Plaque- bzw. 
Gefäß(wand)remodelling zugrunde liegen. Zur Klärung der tatsächlich zugrunde 
liegenden Mechanismen wurde zunächst die basale Aktivierung von Plättchen bzw. 
deren Aktivierbarkeit analysiert. Als Maß für die Plättchenaktivierung wurde die       
P-Selektin (CD62P)-Expression, einem Zelladhäsionsmolekül, das physiologisch nur 
auf aktivierten Plättchen und Endothelzellen exprimiert wird, bestimmt.  
Nach Gewinnung von plättchenreichem Plasma wurde zunächst der Gehalt an 
Plättchen über Quantifizierung der Plättchen-Glykoprotein IIb (CD41)-positiven Zellen 
im PRP bestimmt. Die FACS-Analyse bestätigte in den PRP-Proben aller Gruppen 
einen Plättchengehalt von 98 % - 99 %.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die basale CD62P-Expression auf den Plättchen im PRP als Parameter für eine 
intrinsische Plättchenaktivierung war zwischen den Gruppen „Plazebo“, „MPA“ und 
„MPA + E2“ identisch. Zur Evaluation einer eventuell beschleunigten Aktivierbarkeit 
der Plättchen in den unterschiedlichen Gruppen wurde die CD62P-Expression nach  
Abb. 4-15: FACS-Analyse der CD62P-Expression nach 
MPA- und MPA/E2-Substitution. (A) Exemplarische 
Darstellung der im FACS „gezählten“ CD62P-positiven 
Ereignisse in Relation zur Isotyp-Kontrolle; links: basale 
CD62P-Expression, rechts: CD62P-Expression nach   
5-minütiger Stimulation mit Convulxin (5 µg/ml). (B) 
Statistische Analyse der basalen und induzierten CD62P-
Expression auf Plättchen aus ovariektomierten Tieren, die 
mit MPA und MPA + E2 behandelt worden sind im 
Vergleich zu plazebobehandelten Tieren (n = 6 – 7,   
*, p < 0,05 vs. Plazebo) 
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Aktivierung mit Convulxin (5 µg/ml), dem Gift der Klapperschlange, bestimmt. Es 
zeigte sich, dass die Aktivierbarkeit der Plättchen weder in der Gruppe der mit MPA 
behandelten Tiere noch in der Gruppe der mit MPA + E2 substituierten Tiere erhöht 
war; in der kombiniert substituierten Gruppe zeigte sich im Vergleich mit 
plazebobehandelten Tieren sogar eine reduzierte Aktivierbarkeit nach Convulxin-
Stimulation.  
 
4.1.2.4.2 Endogenes Thrombinpotential in plättchenarmem Plasma 
Neben einer erhöhten Plättchenaktivierung oder einer gesteigerten Plättchen-
Aktivierbarkeit  als möglichem Mechanismus für prothrombotische Effekte kann auch 
eine gestörte Gerinnungshämostase einem prothrombotischen Phänotyp zugrunde 
liegen. Zur Analyse der Hämostase wurde das endogene Thrombinpotential (ETP), 
die maximale Thrombingenerierung durch die in plättchenarmem Plasma gelösten 
Gerinnungsfaktoren, bestimmt.  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Wie in Abbildung 4-16 dargestellt, war die Fähigkeit zur maximalen 
Thrombingenerierung im Plasma von mit MPA behandelten Tieren im Vergleich zum 
Plasma von mit Plazebo oder mit MPA + E2 substituierten Tieren signifikant erhöht                
(Plazebo: 467 nM ± 19 nM vs. MPA: 549 nM ± 34 nM, n = 6 – 7, p < 0,05;            
MPA: 549 nM ± 34 nM vs. MPA + E2: 460 nM ± 29 nM, n = 6 – 7, p < 0,05), während  
Abb. 4-16: Endogenes Thrombinpotential (ETP) nach MPA- und MPA/E2-Substitution. (A) Exemplarische 
Thrombinogramme von Plasmaproben von ovariektomierten Tieren, die mit Plazebo, MPA und MPA + E2 behandelt 
worden sind. (B) Statistische Auswertung des endogenen Thrombinpotentials von mit Plazebo, MPA und MPA + E2 
substituierten Tiere (n = 6 – 7, *, p < 0,05 vs. Plazebo, #, p < 0,05 vs. MPA) 
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gleichzeitig die ETPs von mit Plazebo und MPA + E2 substituierten Tieren nicht 
voneinander verschieden waren. 
 
4.1.2.5 Ausmaß der Atherosklerose 
Um Mechanismen zu ergründen, die auch den prothrombotischen Effekt bei 
kombinierter Substitution von MPA + E2 erklären würden, wurde das Ausmaß der 
Atherosklerose in en face-Präparationen von Aorten analysiert. Die Quantifizierung 
des Plaquebesatzes in den Aorten zeigte aber weder in der Gruppe der mit MPA 
behandelten Tiere noch in der Gruppe der mit MPA + E2 behandelten Tiere eine 
verstärkte Atherosklerose. Interessanterweise war in den mit MPA behandelten 
Tieren der Plaquebesatz im Vergleich zum Besatz plazebobehandelter Tiere sogar 
signifikant reduziert, während das Ausmaß der Atherosklerose in den Gruppen, die 
mit Plazebo oder MPA + E2 behandelt worden waren, annähernd identisch war 
(Plazebo: 4 % ± 0,3 % vs. MPA: 3 % ± 0,3 %, n = 18 – 21, p < 0,05; Plazebo: 4 % ± 
0,3 % vs. MPA + E2: 3,7 % ± 0,2 %, n = 18 – 20). 
 
 
  
 
 
 
 
 
4.1.2.6 Endothelfunktion 
Ein anderer Mechanismus, über den pro-thrombotische Wirkungen einer 
kombinierten Substitution mit MPA + E2 vermittelt werden könnten, ist eine 
Dysfunktion des Endothels, die einer manifesten Atherosklerose vorausgehen kann,  
Abb. 4-17: Ausmaß der Atherosklerose nach MPA- und MPA/E2-Substitution. (A) Exemplarische en face-
Präparationen von Aorten von ovariektomierten Tieren, die mit Plazebo, MPA und MPA + E2 behandelt worden sind. (B) 
Statistische Auswertung des Plaquebesatzes der Aorten von ovariektomierten Tieren, die mit Plazebo, MPA und   
MPA + E2 behandelt worden sind (n = 18 – 21, *, p < 0,05 vs. Plazebo). 
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was erklären würde, dass sich keine Unterschiede im Ausmaß atherosklerotischer 
Ablagerungen in Gefäßen zwischen den Gruppen „Plazebo“ und „MPA + E2“ zeigen. 
Die Evaluation der Endothelfunktion erfolgte in Organbadversuchen an isolierten, 
thorakalen Aortenringen. Die endothelabhängige Relaxation wurde nach 
halbmaximaler Vorkontraktion mit Phenylephrin durch kumulative Zugabe von 
Acetylcholin analysiert; die endothelunabhängige Relaxation wurde durch Zugabe 
des exogenen NO-Donors S-Nitroso-N-acetyl-D,L-penicillamin (SNAP) evaluiert. In 
keiner der Gruppen „Plazebo“, „MPA“ oder „MPA + E2“ zeigte sich ein Unterschied 
hinsichtlich der acetylcholininduzierten endothelabhängigen Vasorelaxation. Die 
endothelunabhängige Relaxation in Antwort auf den exogenen NO-Donor SNAP war 
überraschenderweise in der MPA-Gruppe im Vergleich zu der Gruppe 
plazebobehandelter Tieren jedoch deutlich verschlechtert (Plazebo: 335 nM ± 69 nM 
vs. MPA: 1204 nM ± 314 nM, n = 6 – 8, p < 0,05; Plazebo: 335 nM ± 69 nM vs. MPA 
+ E2: 557 nM ± 77 nM, n = 6 – 8). 
 
   
 
 
 
 
 
Abb. 4-18: Endothelfunktion nach MPA- und MPA/E2-Substitution. (A) Konzentrations-Wirkungskurven thorakaler 
Aortenringe in Antwort auf Acetylcholin von ovariektomierten Tieren, die mit Plazebo, MPA und MPA + E2 behandelt 
worden sind. (B) EC50-Werte für Acetylcholin von ovariektomierten Tieren, die mit Plazebo, MPA und MPA + E2 
behandelt worden sind. (C) Konzentrations-Wirkungskurven thorakaler Aortenringe in Antwort auf SNAP von 
ovariektomierten Tieren, die mit Plazebo, MPA und MPA + E2 behandelt worden sind. (D) EC50-Werte für SNAP von 
ovariektomierten Tieren, die mit Plazebo, MPA und MPA + E2 behandelt worden sind (n = 6 – 8, *, p < 0,05 vs. Plazebo). 
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4.1.2.7 Plaquemorphologie 
4.1.2.7.1 Lipidgehalt atherosklerotischer Plaques des Aortenursprungs 
Der Lipidgehalt innerhalb eines Plaques korreliert stark mit seiner Stabilität: Je mehr 
Lipidakkumulation innerhalb eines Plaques manifest wird, desto anfälliger ist dieser 
für eine Ruptur. In keiner der Gruppen der mit Plazebo, MPA oder MPA + E2 
substituierten Tiere zeigten sich jedoch signifikant voneinander verschiedene 
Lipidgehalte der Plaques des Aortenursprungs. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.1.2.7.2 SMC-Invasion, Makrophagen-Retention und Hyaluronsäure-Akkumulation 
Neben der Anreicherung von Lipiden sind weitere, strukturelle Komponenten wie z.B. 
das Matrixmolekül Hyaluronsäure, aber auch zelluläre Komponenten wie 
Makrophagen oder glatte Muskelzellen entscheidend für die Stabilität eines Plaques. 
 
Abb. 4-19: Lipidakkumulation in atherosklerotischen Plaques des Aortenursprungs nach MPA- und MPA/E2-
Substitution. Repräsentative Bilder von Öl-Rot-O-Färbungen des Aortenursprungs von ovariektomierten Tieren, die mit 
(A) Plazebo, (B) MPA und (C) MPA + E2 substituiert worden sind. (D) Statistische Auswertung der Öl-Rot-O-Färbungen 
als das Produkt aus positiv gefärbter Fläche und mittlerer Farbintensität (n = 5 – 9). 
Ergebnisse 78
OVX OVX OVX 
 
Als Maß für die Präsenz von glatten Gefäßmuskelzellen in der fibrotischen Kappe der 
atherosklerotischen Plaques wurden Präparate des Aortenursprungs mit dem für 
differenzierte, glatte Muskelzellen spezifischen Marker α-SM-Aktin gefärbt. In den 
Plaques der mit MPA + E2 substituierten Tiere zeigte sich im Vergleich zu den 
Plaques plazebosubstituierter Tiere eine signifikant reduzierte Menge α-SM-Aktin-
positiver Zellen (Plazebo: 30,3 ± 4,4 vs. MPA + E2: 19,6 ± 0,8, n = 6 – 10, p < 0,05). 
Tendenziell zeigte sich eine reduzierte Menge glatter Muskelzellen auch in der 
Gruppe der nur mit MPA behandelten Tiere. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Hinsichtlich der Retention von Makrophagen zeigte sich in keiner der Gruppen ein 
Unterschied. Strukturell konnte aber mit Hinblick auf die Akkumulation von 
Hyaluronsäure ein signifikanter Anstieg in den Plaques von Tieren, die mit MPA + E2  
Abb. 4-20: SMC-Gehalt, Makrophagen-Retention und Hyaluronsäure-Akkumulation nach MPA- und MPA/E2-
Substitution. Repräsentative Bilder von α-SM-Aktin-Färbungen des Aortenursprungs von ovariektomierten Tieren, die 
mit (A) Plazebo, (B) MPA und (C) MPA + E2 substituiert worden sind. Repräsentative Bilder von Makrophagen-
Hyaluronsäure-Doppelfärbungen des Aortenursprungs von ovariektomierten Tieren, die mit (D) Plazebo, (E) MPA und 
(F) MPA + E2 substituiert worden sind. (G-I) Statistische Auswertung der α-SM-Aktin-Färbung und der Makrophagen-
Hyaluronsäure-Doppelfärbung als das Produkt aus positiv gefärbter Fläche und mittlerer Farbintensität (n = 6 – 10,   
*, p < 0,05 vs. Plazebo), rot: oben – α-SM-Aktin, unten – Makrophagen-Antigen mac2, grün: HA, blau: Zellkerne 
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behandelt wurden, beobachtet werden (Plazebo: 1,8 ± 0,8 vs. MPA + E2: 5,3 ± 1,4,   
n = 6 – 10, p < 0,05).  Wie schon für die α-SM-Aktin-Färbung beschrieben, wurde 
eine Tendenz zu erhöhter HA-Akkumulation auch in den mit MPA monosubstituierten 
Tieren beobachtet. 
 
4.2 Effekte von Estradiol auf humane, glatte Gefäßmuskelzellen 
Interessanterweise zeigte E2 alleine und in Kombination mit MPA im Tierversuch eine 
Reduktion der durch Ovariektomie induzierten Erhöhung α-SM-Aktin positiver Zellen 
in der fibrotischen Kappe atherosklerotischer Plaques des Aortenursprungs. Der 
reduzierte Gehalt α-SM-Aktin positiver Zellen in der fibrotischen Kappe von Tieren 
mit endogener, ovarieller Steroidsynthese (Kontrolle) und in den Gruppen, in denen 
E2 substituiert wurde, ist vermutlich auf durch E2 vermittelte Effekte auf das 
proliferative und/oder migratorische Verhalten von VSMC oder aber die 
Differenzierung von VSMC zurückzuführen.  
Um in vitro mechanistische Studien zu „im atherosklerotischen Kontext“ durch 
Estradiol vermittelte Effekte auf VSMC durchführen zu können, wurden humane 
VSMC mit PDGF-BB stimuliert. PDGF-BB ist ein Wachstumsfaktor, der im Zuge der 
Atherosklerose massiv ansteigt und ein bekanntes Mitogen für eine Vielzahl von 
Zellen, u.a. VSMC, darstellt und dessen Rezeptoren in atherosklerotischen Plaques 
aufreguliert werden. Die Stimulation humaner glatter Gefäßmuskelzellen erfolgte mit 
PDGF-BB alleine oder in Kombination mit 1 nM bzw. 100 nM Estradiol.  
 
4.2.1 Proliferative Kapazität 
Die so stimulierten VSMC wurden zunächst hinsichtlich des funktionellen Parameters 
„Proliferation“ analysiert.  
Es bestätigte sich – in Einklang mit den Literaturdaten –, dass mit E2 und PDGF ko-
stimulierte Zellen eine graduell reduzierte Proliferation zeigten. Die Proliferation war 
in mit 1 nM E2 stimulierten VSMC um 10 % reduziert. In Zellen, die mit 100 nM E2 
stimuliert worden waren, zeigte sich eine 20 %-ige Reduktion der proliferativen 
Kapazität (PDGF: 100 % vs. PDGF + 1 nM E2: 90 % ± 1 %, PDGF + 100 nM E2: 80 
% ± 5 %, n = 3, *, p < 0,05).  
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4.2.2 Regulation der extrazellulär regulierten Kinase (ERK) 
Mechanistisch stellt sich die Frage, welche Signaltransduktionskaskaden in die 
reduzierte, proliferative Kapazität der VSMC involviert sind. In diesem Kontext ist die 
Regulation der Phosphorylierung der extrazellulär regulierten Kinase ERK von großer 
Bedeutung.  
 
   
Abb. 4-21: DNA-Synthese von VSMC nach E2-
Stimulation. Als Maß für die Proliferation wurde die [3H]-
Thymidin Inkorporation in VSMC nach Stimulation mit 
PDGF alleine oder in Kombination mit 1 nM bzw. 100 nM 
E2 bestimmt (n = 3, *, p < 0,05 vs. PDGF). 
Abb. 4-22: ERK-Phosphorylierung 
bei VSMC nach E2-Stimulation. 
Als Maß für die Aktivierung der 
extrazellulär regulierten Kinase ERK 
wurde das Verhältnis von 
phosphorylierter (aktivierter) ERK 
zur Gesamt-Menge an ERK 
bestimmt. (A) Exemplarische 
Western Blots für Gesamt-ERK 
(gERK) und phosphorylierte ERK 
(pERK) in VSMC, die für 24 
Stunden mit PDGF, PDGF + 1 nM 
E2 oder PDGF + 100 nM E2 
stimuliert worden sind.   
rot: Ladungskontrolle β-Tubulin 
(MW: 55 kDA), grün: ERK bzw. 
pERK (MW: Doppelbande bei 42/44 
kDa). (B) Quantitative Auswertung 
des Verhältnisses von pERK/gERK 
als integrierte Fluoreszenzsignale, 
die auf die Kontrolle PDGF normiert 
(= 100 %) worden sind (n = 4,   
*, p < 0,05 vs. PDGF). 
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Phosphorylierte ERK ist ein essentieller Mediator der Signalgebung im Rahmen der 
Stimulation von Proliferation und Migration. Abbildung 4-22 auf Seite 80 zeigt 
exemplarische WesternBlots sowie die quantitative Analyse von vier unabhängigen 
Experimenten. Einhergehend mit der reduzierten DNA-Synthese konnte gezeigt 
werden, dass nach Stimulation mit Estradiol eine nachhaltige, reduzierte 
Phosphorylierung von ERK im Verhältnis zur Gesamt-ERK-Menge vorliegt (PDGF: 
100 %, PDGF + 100 nM Estradiol: 55,6 % ± 9,7 %, n = 4, p < 0,05 vs. PDGF).  
. 
4.2.3 Hyaluronsäure-Sekretion und relative Molekulargewichtsverteilung  
Es ist bekannt, dass PDGF-BB die HA-Synthese in VSMC induziert und dadurch 
deren proliferative und migratorische Kapazität erhöhen kann. Darüber hinaus wurde 
beschrieben und konnte auch in unseren Experimenten bestätigt werden, dass E2 
den durch PDGF-BB induzierten pro-proliferativen Phänotyp inhibieren kann. Welche 
Rolle E2 jedoch bezogen auf die durch PDGF-BB induzierte Hyaluronsäure-Sekretion 
und -Synthese in VSMC spielt, ist ungeklärt. Wie einleitend beschrieben, wird 
Hyaluronsäure während der Synthese durch die jeweilige Isoform in den 
Extrazellulärraum extrudiert und kommt sowohl perizellulär als auch extrazellulär in 
dem die Zellen umgebenden Medium vor. Um zu evaluieren, ob E2 die Sekretion von 
Hyaluronsäure in das Medium reduziert, wurde die in das Medium sezernierte HA 
mittels ELISA bestimmt. Anschließend wurde die gemessene HA-Menge auf die 
Gesamtproteinmenge (Zellen) bezogen.  
 
               
Abb. 4-23: Hyaluronsäure-
Sekretion in das Medium von 
VSMC, die mit PDGF alleine 
oder in Kombination mit E2 
stimuliert worden sind.    
n = 3, *, p < 0,05 
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Abbildung 4-23 auf Seite 81 zeigt eine massive Reduktion der HA-Sekretion in 
VSMC durch E2. Zur Bestimmung des Molekulargewichts der in das Medium 
sezernierten HA wurde eine Gelchromatographie durchgeführt. Die 
Molekulargewichtsverteilung der in das Medium sezernierten Hyaluronsäure 
verschob sich durch 100 nM E2 leicht in Richtung niedermolekularerer 
Größenordnungen. Abbildung 4-24 zeigt das Elutionsprofil der HA-
Größenchromatographie als Prozentsatz der Verteilung des Hyaluronidase-
sensitiven in hochmolekulare Polymere (HA) inkorporierten [3H]-Glukosamins im 
Medium. 
 
     
 
 
4.2.4 Immunzytochemie 
Zur Analyse phänotypischer Veränderungen nach Stimulation mit PDGF alleine oder 
in Kombination mit E2 wurden VSMC mittels Immunzytochemie für HA und Zellkerne 
gefärbt. 
 
 
   
 
 
 
 
Abb. 4-24: HA-
Größenausschlusschromatographie 
von VSMC, die mit PDGF alleine oder 
in Kombination mit E2 stimuliert 
worden sind. 
Abb. 4-25: Immunzytochemie für HA (grün) und Zellkerne (blau). Zur Analyse morphologischer Veränderungen und 
Veränderungen in der perizellulären HA-Matrix wurden VSMC nach Stimulation mit (A) PDGF, (B) PDGF + 1 nM E2 und 
(C) PDGF + 100 nM E2 immunzytochemisch analysiert. Die weißen Pfeile markieren perizelluläre HA-Fäden. 
A B C
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Die immunzytochemische Analyse der mit PDGF alleine und in Kombination mit E2 
stimulierten VSMC zeigte, dass sich prinzipiell von allen Zellen lange perizelluläre 
HA-Kabel erstreckten (weiße Pfeile). Wie in Abbildung 4-25 auf Seite 82 dargestellt, 
zeigten sich jedoch keine deutlichen Unterschiede in Quantität und Qualität der 
perizellulären HA-Matrix nach E2-Stimulation.  
 
4.2.5 Hyaluronsäuresynthase mRNA-Expression 
Um die Frage zu beantworten, in welchem Zusammenhang die reduzierte HA-
Sekretion mit der mRNA-Expression der die Hyaluronsäure synthetisierenden 
Enzyme (HAS1 - 3) und der die Hyaluronsäure degradierenden Enzyme (Hyal1 - 2) 
steht, wurde die mRNA-Expression von HAS1 - 3 sowie Hyal1 und Hyal2 analysiert. 
Die Analyse der real-time-PCR der mRNA zeigte, dass – im Vergleich zu mit PDGF 
stimulierten Zellen – VSMC, die mit PDGF und E2 stimuliert worden waren, eine 
signifikant reduzierte Expression von HAS1, HAS2 und Hyal1 zeigten (HAS1 - 
PDGF: 100 % vs. PDGF + 1 nM E2: 57 % ± 15 %, PDGF + 100 nM E2: 58 % ± 16 %, 
n = 7, p < 0,05; HAS2 - PDGF: 100 % vs. PDGF + 100 nM E2: 79 % ± 6 %, n = 7,     
p < 0,05;  Hyal1 - PDGF: 100 % vs. PDGF + 1 nM E2: 77 % ± 9 %, PDGF + 100 nM 
E2: 78 % ± 6 %; n = 7, *, p < 0,05). 
 
  
 
Abb. 4-26: HAS- und Hyal-
mRNA-Expression von 
VSMC, die mit PDGF 
alleine oder in 
Kombination mit E2 
stimuliert worden sind. (A) 
HAS1 mRNA (B) HAS2 
mRNA (C) HAS3 mRNA (D) 
Hyal1 mRNA (E) Hyal2 
mRNA (n = 7, *,  p < 0,05). 
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Abbildung 4-27 zeigt, dass aber weder die mRNA-Expression der HA-Rezeptoren 
CD44 oder RHAMM noch die des Hyaladherins Versican durch E2 beeinflusst wurde. 
Dies macht deutlich, dass E2 unter den gewählten experimentellen Bedingungen 
spezifisch die HA-Synthese beeinflusst. 
 
  
 
 
 
4.2.6 in silico Analyse der HAS1- und HAS2-Promotorregionen 
Zur Identifikation möglicher estrogenresponsiver Elemente (ERE) in den 
Promotorregionen von HAS1 und HAS2 wurde eine in silico Analyse vorgenommen. 
Hierzu wurde die Region 1000bp oberhalb des Transkriptionsstarts jedes der beiden 
Gene als putative Promotorregion angenommen und mit der PROMO Datenbank 
(Farre et al., 2003; Messeguer et al., 2002) analysiert. Interessanterweise konnten 4 
ERE in der Promotorregion des HAS1-Gens identifiziert werden, während kein ERE 
in der HAS2-Promotorregion detektiert wurde. Das Vorhandensein von 
estrogenresponsiven Elementen ist Evidenz dafür, dass es sich bei der beobachteten 
reduzierten HAS1-mRNA-Expression um einen direkten genomischen Mechanismus 
handeln könnte, bei dem Estrogen/Estrogenrezeptorkomplexe an die in silico 
detektierten ERE binden und so die Transkription direkt beeinflussen. Beide 
Promotorregionen wiesen darüber hinaus Bindungsstellen für die 
Transkriptionsfaktoren NFĸB und CREB auf, die bekannte Transkriptionsfaktoren am 
Ende des ERK/MAPK-Signaltransduktionswegs sind.  
 
 
 
Abb. 4-27: HA-Rezeptor- und Hyaladherin-mRNA-Expression von VSMC, die mit PDGF alleine oder in 
Kombination mit E2 stimuliert worden sind. (A) CD44 mRNA (B) RHAMM mRNA (C) Versican mRNA (n = 3). 
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4.2.7 Estrogenrezeptor-Abhängigkeit 
Zur Klärung der Frage, ob die beobachtete reduzierte Expression von HAS1 aber 
auch HAS2 estrogenrezeptorabhängig ist, wurden VSMC mit dem Estrogenrezeptor 
α- und β-Antagonisten ICI182780 vorinkubiert und anschließend stimuliert. 
 
 
  
 
 
 
 
Wie in Abbildung 4-28 dargestellt, wurde sowohl die durch E2 reduzierte mRNA 
Expression von HAS1 als auch von HAS2 durch die Vorinkubation mit ICI182780 
antagonisiert. Die Inhibition der Expression von HAS1 und HAS2 scheint somit 
estrogenrezeptorabhängig reguliert zu werden. 
 
4.2.8 Lentivirale Überexpression von HAS1 und HAS2 
Zur Evaluation der Frage, ob die durch E2 reduzierte HAS-mRNA Expression auch 
für die verringerte, proliferative Aktivität der VSMC verantwortlich ist, wurden beide 
HAS-Isoformen separat durch lentivirale Vektoren überexprimiert. Die 
Überexpression wurde dabei so durchgeführt, dass die nach Überexpression des 
jeweiligen Isoenzyms ins Medium sezernierte Menge an HA im gleichen 
Konzentrationsbereich lag (Abbildung 4-29, Seite 86), um einen Vergleich der Effekte 
der durch die beiden Isoenzyme synthetisierten HA zu ermöglichen.  
 
 
 
 
 
 
Abb. 4-28: HAS-mRNA-Expression von VSMC, die nach Vorinkubation mit ICI182780 mit PDGF alleine oder in 
Kombination mit E2 stimuliert worden sind. (A) HAS1 mRNA (B) HAS2 mRNA (C) HAS3 mRNA (n = 3). 
A B C 
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Nach Validierung der Überexpression im Vergleich von mit pCl1 transduzierten sowie 
HAS1 bzw. HAS2 überexprimierenden Zellen wurde die proliferative Kapazität in 
überexprimierenden Zellen nach Stimulation mit PDGF-BB alleine oder in 
Kombination mit Estradiol evaluiert. 
 
4.2.8.1 Proliferation 
Wie in Abbildung 4-30 auf Seite 87 dargestellt, zeigte sich eine reduzierte 
Proliferation nach Kostimulation mit PDGF und E2 – im Vergleich zu PDGF alleine – 
erwartungsgemäß auch bei den mit pCl1 transduzierten Zellen (PDGF: 100 %, PDGF 
+ 1 nM Estradiol: 84,0 % ± 9,4 %, PDGF + 100 nM Estradiol: 61 % ± 1,9 %, n = 3, p 
< 0,05). Durch Überexpression von HAS1 wurde die reduzierte Proliferation von mit 
PDGF + 1 nM E2 stimulierten Zellen in der pCl1-Gruppe kompensiert; auch bei 
Kostimulation von VSMC mit PDGF und 100 nM E2 zeigte sich in den HAS1 
überexprimierenden Zellen eine proliferative Aktivität, die der mit PDGF stimulierten 
Zellen entsprach und im Vergleich zu den mit  PDGF und 100 nM E2 stimulierten 
Zellen der pCl1-Gruppe deutlich erhöht war (PDGF: 100 %, PDGF + 1 nM Estradiol: 
143,4 % ± 6,4 %, PDGF + 100 nM Estradiol: 95,4 % ± 12,2 %, n = 3). Im Vergleich zu 
PDGF alleine konnte auch in den experimentellen Gruppen zur HAS2-
Überexpression eine reduzierte Proliferation in den mit pCl1 transduzierten Zellen 
nach Kostimulation mit PDGF und E2 – im Vergleich zu PDGF alleine – gezeigt 
werden (PDGF: 100 %, PDGF + 1 nM Estradiol: 91,2 % ± 7,0 %, PDGF + 100 nM 
Estradiol: 70,8 % ± 6,2 %, n = 3, p < 0,05). Durch Überexpression von HAS2 wurde 
die reduzierte, proliferative Aktivität bei mit PDGF + 1 nM E2 und PDGF + 100 nM E2 
stimulierten Zellen auf das Niveau der mit PDGF stimulierten Zellen gesteigert 
Abb. 4-29: Hyaluronsäure-Sekretion in das Medium von VSMC, die mit Viren transduziert wurden, die entweder 
das Kontrollplasmid pCl1 trugen oder Plasmide zur Überexpression von HAS1 (oeHAS1) oder HAS2 (oeHAS2),    
(n = 3, *, p < 0,05 vs. pCl1). 
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(PDGF: 100 %, PDGF + 1 nM Estradiol: 95,2 % ± 3,1 %, PDGF + 100 nM Estradiol: 
93,7 % ± 3,9 %).  
 
 
 
 
Die durch E2 inhibierte PDGF-induzierte Proliferation konnte somit sowohl durch 
Überexpression von HAS1 als auch durch Überexpression von HAS2 aufgehoben 
werden. 
 
4.2.8.2 Regulation der extrazelluär regulierten Kinase (ERK) 
Es wurde untersucht, ob durch Überexpression von HAS1 bzw. HAS2 nicht nur der 
anti-proliferative E2-Effekt kompensiert werden konnte, sondern ob sich 
gleichermaßen auch die durch E2 vermittelte Reduktion der ERK-Phosphorylierung 
wieder aufheben ließ.  
 
 
 
 
 
Abb. 4-30: DNA-Synthese 
von VSMC nach 
Überexpression von HAS1 
und HAS2 und 
nachfolgender Stimulation 
mit E2. Als Maß für die 
Proliferation wurde die [3H]-
Thymidin Inkorporation in (A) 
HAS1-überexprimierenden 
VSMC nach Stimulation mit 
PDGF alleine oder in 
Kombination mit 1 nM bzw. 
100 nM E2 und (B) HAS2-
überexprimierenden VSMC 
nach Stimulation mit PDGF 
alleine oder in Kombination mit 
1 nM bzw. 100 nM E2 bestimmt 
(n = 3, *, p < 0,05 vs. PDGF). 
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Wie in Abbildung 4-31 dargestellt, zeigte sich ein reduziertes pERK/gERK-Verhältnis 
in mit PDGF und E2 stimulierten Zellen im Vergleich zu PDGF erwartungsgemäß 
auch in den mit pCl1 transduzierten Zellen (PDGF: 100 %, PDGF + 1 nM Estradiol: 
98,4 % ± 12,8 %, PDGF + 100 nM Estradiol: 70,9 % ± 5,1 %). Durch Überexpression 
von HAS1 wurde die reduzierte ERK-Phosphorylierung in mit PDGF und E2 
stimulierten VSMC kompensiert (PDGF: 100 %, PDGF + 1 nM Estradiol: 71,6 % ± 
13,1 %, PDGF + 100 nM Estradiol: 122,0 % ± 30,9 %). 
Abb. 4-31: ERK-Phosphorylierung bei VSMC nach Überexpression von HAS1 und nachfolgender Stimulation mit 
E2. Als Maß für die Aktivierung der extrazellulär regulierten Kinase ERK wurde das Verhältnis von phosphorylierter 
(aktivierter) ERK zur Gesamtmenge an ERK bestimmt. (A) Exemplarische Western Blots für Gesamt-ERK (gERK) und 
phosphorylierte ERK (pERK) in Zellen, die für 24 Stunden mit PDGF, PDGF + 1 nM E2 oder PDGF + 100 nM E2 
stimuliert worden sind. oben: pCl1-infizierte Kontrollzellen; unten: HAS1 überexprimierende Zellen.   
rot: Ladungskontrolle β-Tubulin (MW: 55 kDA), grün: gERK bzw. pERK (MW: Doppelbande bei 42/44 kDa). (B) 
Statistische Auswertung des Verhältnisses von pERK/gERK als integrierte Fluoreszenzsignale, die auf die jeweilge 
PDGF-Kontrolle (PDGF pCl1 bzw. PDGF oeHAS1) normiert (= 100 %) wurden (n = 4, *, p < 0,05 vs. pCl1 PDGF). 
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Auch in den Experimenten, bei denen HAS2 in VSMC überexprimiert wurde, zeigte 
sich in den mit pCl1 transduzierten Zellen erwartungsgemäß ein reduziertes 
pERK/gERK-Verhältnis in mit PDGF und E2 stimulierten Zellen im Vergleich zu mit 
PDGF stimulierten Zellen (PDGF: 100 %, PDGF + 1 nM Estradiol: 98,5 % ± 12,2 %, 
PDGF + 100 nM Estradiol: 48,0 % ± 16,0 %). Durch Überexpression von HAS2 
wurde die reduzierte ERK-Phosphorylierung in mit PDGF und 100 nM E2 stimulierten 
VSMC nicht nur auf Kontrollniveau erhöht, sondern sogar überkompensiert, so dass 
sich in den HAS2-überexprimierenden Zellen, die mit PDGF + 100 nM E2 stimuliert  
Abb. 4-32: ERK-Phosphorylierung bei VSMC nach Überexpression von HAS2 und nachfolgender Stimulation mit 
E2. Als Maß für die Aktivierung der extrazellulär regulierten Kinase ERK wurde das Verhältnis von phosphorylierter 
(aktivierter) ERK zur Gesamtmenge an ERK bestimmt. (A) Exemplarische Western Blots für Gesamt-ERK (gERK) und 
phosphorylierte ERK (pERK) in Zellen, die für 24 Stunden mit PDGF, PDGF + 1 nM E2 oder PDGF + 100 nM E2 stimuliert 
worden sind. oben: pCl1-infizierte Kontrollzellen, unten: HAS1 überexprimierende Zellen rot: Ladungskontrolle β-Tubulin 
(MW: 55 kDA), grün: gERK bzw. pERK (MW: Doppelbande bei 42/44 kDa). (B) Statistische Auswertung des 
Verhältnisses von pERK/gERK als integrierte Fluoreszenzsignale, die auf die jeweilge PDGF-Kontrolle (PDGF pCl1 bzw. 
PDGF oeHAS2) normiert (= 100 %) wurden (n = 4, *, p < 0,05 vs. jeweilige PDGF-Kontrolle) 
pERK/gERK 
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wurden, eine signifikant erhöhte ERK-Phosphorylierung im Vergleich zu mit PDGF 
stimulierten Zellen zeigte (PDGF: 100 %, PDGF + 1 nM Estradiol: 166,5 % ± 25,0 %, 
PDGF + 100 nM Estradiol: 238,9 % ± 69,2 %).  
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5.  Diskussion 
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5.1 Tierversuche 
5.1.1 Effekte von endogenen ovariellen Steroiden und exogen substituiertem 
Estradiol auf die Atherosklerose im Tiermodell 
Die kombinierte Hormonersatztherapie mit Estrogenen und Gestagenen führte in der 
WHI-Studie zu einer erhöhten Inzidenz für Myokardinfarkt und Schlaganfall und auch 
im Estrogen-Arm der WHI-Studie konnten keine signifikant positiven Effekte einer 
Estradiol-Substitution gezeigt werden. Dies widerspricht dem Postulat der 
uneingeschränkt protektiven Wirkung von Estradiol auf das kardiovaskuläre System.  
Während der letzten Jahrzehnte führten Verbesserungen des Risikomanagements 
im Rahmen von Estrogen/Gestagen-Therapien in Hinblick auf die beiden 
Hauptindikationen „orale Kontrazeption“ und „Hormonersatztherapie“ Pharmakologen 
zur Anwendung der niedrigsten effektiven Dosis von Estrogenen in Kombination mit 
Gestagenen. Hohe Estrogen-Dosierungen, die die physiologischen Spiegel um ein 
Vielfaches übersteigen, ob alleine oder in Kombination sind obsolet und finden keine 
Anwendung mehr. Aber auch die Annahme, dass niedrige Estrogen-Dosierungen 
gegen koronare Herzerkrankungen schützen, ist durch große klinische Studien in 
Frage gestellt (Anderson et al., 2004; Hulley et al., 1998; Rossouw et al., 2002). Als 
Konsequenz aus diesen klinischen Daten ist eine Langzeit-Hormonersatztherapie 
prinzipiell nicht mehr empfohlen.  
Bislang an Mäusen beschriebene kardioprotektive Wirkungen von Estrogenen 
wurden unter Verwendung von hohen oder supraphysiologischen 
Estrogendosierungen durchgeführt. Im Licht der klinischen Ergebnisse und der 
daraus abgeleiteten Therapieempfehlungen sind die bestehenden Mausmodelle aber 
offensichtlich unzureichend. Die Etablierung eines Mausmodells, mit dem Effekte 
niedriger Estrogen-Dosierungen in Monosubstitution oder Ko-Substitution mit 
Gestagenen in Hinblick auf das kardiovaskuläre Risikoprofil „nachgestellt“ und 
analysiert werden können, ist aus wissenschaftlicher Sicht somit dringend notwendig. 
Die Etablierung eines solchen Modells wäre auch von großer gesundheitspolitischer 
Relevanz, weil hierdurch erstmalig ein Modell zur Verfügung stände, an dem 
eventuell mechanistische Erklärungen für die unerwarteten Ergebnisse der WHI-
Studie in Hinblick auf das Ausbleiben der Protektion einer Estrogen-Monosubstitution 
validiert werden könnten. Darüber hinaus würde ein solches Modell die Möglichkeit, 
eröffnen, Therapieschemata zu entwickeln, die kein ungünstiges kardiovaskuläres 
Risiko mehr implizieren würden. Vor diesem Hintergrund war es Ziel der  
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vorliegenden Arbeit ein Tiermodell zu etablieren, um die Mechanismen untersuchen 
zu können, die den atherogenen Eigenschaften exogen substituierten Estradiols 
plusminus Gestagen zu Grunde liegen.  
 
Das in den beschriebenen Experimenten verwendete Protokoll basierte auf 
Untersuchungen von Bourassa et al. und war mit dem Ziel verbunden, die in diesen 
Experimenten erzielten Ergebnisse auf niedrigere Estradiol-Dosierungen 
auszuweiten und sich so am Therapieschema zu orientieren, das auch in der 
Humanmedizin Anwendung findet. Die gewählte Estradiolkonzentration orientierte 
sich an einer Studie von Elhage et al., die maximale Estradioleffekte – einer jedoch 
nur 60 Tage währenden Substitution unter Fütterung einer normalen Diät – bei einer 
Dosierung zwischen 0,83 µg/d und 1,6 µg/d beobachteten (Elhage et al., 1997). 
Gleichzeitig sollte die Analyse zusätzlicher Endpunkte, wie der Endothelfunktion und 
der Matrixkomposition, dazu dienen, erste mechanistische Einblicke in das Modell zu 
ermöglichen.  
 
5.1.1.1 Atherosklerose nach Substitution von 6,6 µg E2/Tag  
Als Kontrolle wurden wie auch von Bourassa et al. beschrieben ApoE-/--Mäuse mit 
der supraphysiologischen Estradiol-Dosis von 6,6 µg pro Tag substituiert. Es zeigte 
sich wie erwartet ein massiv reduzierter Plaquebesatz der Aorta als Maß für eine 
stark reduzierte Atherosklerose in den Aorten von Tieren, die mit einer hohen 
Estradiol-Dosis substituiert wurden.  
 
5.1.1.2 Substitution von 1,1 µg E2/Tag  
5.1.1.2.1 Bestimmung der Uterusgewichte und Estradiol-Plasmaspiegel            
Um einordnen zu können, ob die in den beschriebenen tierexperimentellen 
Untersuchungen für die Substitution gewählte niedrige E2-Dosis von 1,1 µg/Tag 
Effekte im physiologischen Bereich hatte, wurde versucht, die Plasma-Estradiol-
Spiegel zu quantifizieren. Die Bestimmung der Plasma-Estradiol-Spiegel als direkter 
Parameter zur Validierung der Ovariektomie und der nachfolgenden 
Hormonsubstitution wurde mit dem “ultrasensitive radioactive immunoassay (RIA) 
DSL-4800“ von Beckman Coulter GmbH (Sinsheim, Germany) und dem „enzyme 
immunoassay (EIA)“ von American Research Products, Inc.TM durchgeführt. In  
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beiden Fällen lag die Extinktion der Proben jedoch meist im Bereich der Extinktion 
des Puffers oder sogar darunter, so dass die E2-Plasma-Konzentrationen nicht 
bestimmt werden konnten. Eine mögliche Ursache für das Fehlschlagen der 
Bestimmung der Plasma-Estradiol-Spiegel liegt darin, dass die Fütterung von    
ApoE-/--Mäusen mit einer fettreichen Diät (Western-Diät) zur Ausprägung von 
Hypercholesterinämie und Hypertriglyzeridämie führt. Durch die hohen Lipid-
Konzentrationen kann es zu einem ausgeprägten „Löschen“ des Estradiol-Signals 
kommen. Um die physiologischen Effekte einer Hormondepletion bzw. -substitution 
dennoch nachvollziehen zu können, wurden als indirekter, physiologischer 
Parameter die Uterusgewichte bestimmt. Bourassa et al. konnten zeigen, dass es 
durch Ovariektomie zu einer Uterusatrophie kommt und die uterotropen Wirkungen 
exogen substituierten Estradiols zu einer Uterushypertrophie führen (Bourassa et al., 
1996). Dies steht auch in Einklang mit Arbeiten von Kalu et al., Westerlind et al. und 
Bauss et al., die feststellten, dass sich das „Uterusfeuchtgewicht“ in ovariektomierten 
Ratten unter Estrogensubstitution in der Größenordnung der Kontrolltiere wiederfand 
(Bauss et al., 1996; Kalu et al., 1991; Westerlind et al., 1993). Auch in unseren 
Versuchsgruppen zeigte sich nach Ovariektomie eine massive Uterusatrophie. Durch 
exogene Estradiol-Substitution wurde eine Uterushypertrophie induziert, deren 
Ausprägung sich im Bereich der Uterusgewichte nicht ovariektomierter Kontrolltiere 
bewegte. Dieses Ergebnis zeigte zum einen, dass die Ablation der endogenen 
Sexualhormonsynthese durch Ovariektomie den erwarteten physiologischen Effekt 
hatte, zum anderen aber auch, dass die für die Substitution gewählte Estradiol-Dosis 
zu Estradiol-Spiegeln führte, die sich im Bereich physiologischer Konzentrationen 
bewegten.  
 
5.1.1.2.2 Bestimmung der Körpergewichte und des Lipidprofils 
Als Surrogatparameter für die Ablation der Estrogenwirkungen und der effizienten 
Hormonsubstitution diente auch die Bestimmung des Körpergewichts der Mäuse. Ein 
gewichtsreduzierender Effekt von Estradiol konnte bereits in nicht transgenen 
Wildtypmäusen gezeigt werden, die mit einer fettreichen Diät gefüttert wurden und in 
der entsprechenden Studie als Mausmodell für Fettleibigkeit dienten: Bryzgalova et 
al. konnten zeigen, dass das Gewicht weiblicher Wildtypmäuse, die ab einem Alter 
von 8 Wochen für einen Zeitraum von 10 Monaten mit einer fettreichen Diät gefüttert 
wurden, durch Gabe von Estradiol während der letzen Monate der Fütterung,  
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gesenkt wurde. Konsistent mit diesen Ergebnissen hatte auch in unseren 
Experimenten die Ovariektomie eine massive Gewichtszunahme zur Folge, die im 
Vergleich zu plazebosubstituierten Tieren nach exogener Estradiol-Substitution 
wieder auf Kontrollniveau reduziert war. In Untersuchungen von Bryzgalova et al. 
konnte außerdem gezeigt werden, dass eine Estradiol-Substitution die Expression 
der Gene, die für Resistin und Leptin kodieren, im weißen Fettgewebe senkte, 
während die Adiponektin-Expression unverändert blieb. Darüber hinaus waren in den 
Experimenten die Expressionsspiegel des Proteins SREBP1c und seiner lipogenen 
Zielgene, wie Fettsäure-Synthase und Stearoyl-CoA Desaturase 1 (SCD1), im 
weißen Fettgewebe reduziert. Auch in der Leber war die Expression von SCD1 
reduziert (Bryzgalova et al., 2008). Möglicherweise könnte der gewichtsreduzierende 
Effekt des Estradiols in unseren Versuchen somit u.a. auch auf eine reduzierte 
Expression von lipogenen Genen in weißem Fettgewebe und Leber zurückzuführen 
sein. Cederroth et al. zeigten, dass auch eine phytoestrogenreiche Diät Adipositas in 
Mäusen senkt und so das Körpergewicht reduziert (Cederroth et al., 2008). An 
Ratten konnte außerdem beobachtet werden, dass eine Ovariektomie eine 
vermehrte Futteraufnahme und einen erniedrigten Energieverbrauch bedingte und 
somit zur Verfettung der Tiere führte. Dies stand offenbar in Zusammenhang mit dem 
massiven Abfall der Estradiol-Serumkonzentration (Danielsen et al., 1993). Neben 
einer veränderten Genexpression kann als mögliche Erklärung für die durch OVX 
induzierte Gewichtszunahme in unseren Experimenten daher auch eine vermehrte 
Futteraufnahme in Kombination mit einem erniedrigten Energieverbrauch diskutiert 
werden. 
 
5.1.1.2.3 Atherosklerose 
Die Versuche zur Evaluation des atherogenen Potentials endogenen sowie nach 
Ovariektomie in niedrigen Dosierungen subtituierten Estradiols (1,1 µg/Tag) zeigten 
zunächst, dass das Ausmaß der Atherosklerose in Mäusen nach Ovariektomie 
reduziert war. Das lässt den Schluss zu, dass endogene, ovarielle Steroide die 
Progression der Atherosklerose unter den gewählten Bedingungen beschleunigen. 
Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass Estradiol die antiatherogenen Effekte 
einer Ovariektomie antagonisiert, wenn es ovariektomierten ApoE-/--Mäusen unter 
Fütterung einer Western-Diät über einen Zeitraum von 90 Tagen subkutan in 
physiologischen Dosierungen substituiert wird. Der Anstieg der Atherosklerose in  
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Antwort auf 1,1 µg Estradiol pro Tag in unserer Untersuchung steht im Kontrast zu 
früheren Experimenten, die zeigten, dass höhere Dosen Estradiol (3 µg bis 28 µg pro 
Tag) die Atherosklerose in ApoE-/--Mäusen auf Western Diät inhibieren (Bourassa et 
al., 1996; Elhage et al., 1998).  
Die in den Experimenten validierten proatherogenen Eigenschaften von Estradiol, 
konnten nur nach Estrogen-Substitution in niedrigen Dosierungen (1,1 µg/Tag) 
gezeigt werden, während eine Substitution supraphysiologischer Dosierungen      
(6,6 µg/Tag) antiatherosklerotische Effekte zeigte. Für einen wichtigen Einfluss der 
Estradiol-Plasmakonzentrationen sprechen auch Beobachtungen von Jarrar et al. 
(Jarrar et al., 2000b), die zeigen, dass weibliche Ratten im Proestrus 24 Stunden 
nach Trauma-Hämorrhagie normalisierte Organfunktionen haben, während weibliche 
Ratten im Estrus eine ausgeprägte Depression kardiovaskulärer und hepatozellulärer 
Funktionen zeigen. Die Erhaltung kardialer und hepatischer Funktionen nach einem 
schwerwiegenden Blutverlust ist mit hohen Spiegeln von 17-β-Estradiol assoziiert. 
Unterstützend ist Jarrars Beobachtung, dass weibliche Ratten im Proestrus 
verglichen mit Männchen nach Wiederbelebung in einem Trauma-Hämorrhagie-
Modell verbesserte kardiale Funktionen hatten. Diese Effekte wurden nicht während 
anderer Phasen des Zyklus` beobachtet, in denen die Estrogen-Spiegel niedriger 
waren (Jarrar et al., 2000a). Die Diskrepanz in der Protektion zwischen niedrigen und 
hohen Estrogen-Dosen in unserer Studie kann, wie in Jarrars Studie, in den 
unterschiedlichen Effekten niedriger und supraphysiologischer Dosierungen auf das 
kardiovaskuläre System begründet liegen.  
Unsere Ergebnisse eröffnen erstmalig die Perspektive, die in der Humantherapie 
beschriebenen atherothrombotischen Effekte einer Estradiolsubstitution nun auch im 
Tiermodell hinsichtlich proatherosklerotischer Effekte nachzustellen, mechanistisch 
aufzuklären und die so gewonnen Erkenntnisse langfristig eventuell in klinische 
Empfehlungen umsetzen zu können. 
 
5.1.1.2.4 Endothelfunktion 
Erste Untersuchungen zur Erklärung der den proatherogenen Estradiolwirkungen 
zugrunde liegenden Mechanismen zeigten, dass die endothelabhängige Relaxation 
in ApoE-/--Mäusen nach Ovariektomie verbessert und nach Behandlung mit Estradiol 
wieder verschlechtert war. Das legt eine kausale Rolle von Estradiol nahe. Die 
Effekte der Ovariektomie und der nachfolgenden Hormonsubstitution auf die  
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Endothelfunktion könnten von Bedeutung sein, weil angenommen wird, dass eine 
verschlechterte Endothelfunktion der Entwicklung der Atherosklerose beim 
Menschen (Ross, 1993) und in geringerem Maß auch bei der Maus (d'Uscio et al., 
2001; Wassmann et al., 2004) vorausgeht. Die verschlechterte Endothelfunktion ist 
also konsistent mit den Daten, die zur Atherosklerose erhoben wurden, auch wenn in 
der Literatur bereits endothelprotektive Effekte von Estradiol in Femoralarterien und 
der arteria carotis bei Mäusen beschrieben wurden (Guo et al., 2005). Die 
Endothelspezifität der beobachteten Effekte konnte ebenfalls verifiziert werden, da 
thorakale Aortenringe ovariektomierter Mäuse sogar einen Trend hin zu 
verschlechterter Ansprechbarkeit auf die vasorelaxierenden Wirkungen des 
exogenen NO-Donors SNAP zeigten bzw. Kontrolltiere eine verbesserte Relaxation 
nach SNAP-Gabe zeigten, obwohl die Ansprechbarkeit auf ACh verschlechtert war. 
Die verbesserte Relaxation von Aortenringen aus nicht ovariektomierten 
Kontrolltieren – in Antwort auf SNAP – einhergehend mit einer verschlechterten 
Endothelfunktion, ist ein Phänomen, das aus Experimenten mit eNOS-knockout-
Mäusen bekannt ist. Diese Mäuse zeigen eine Hypersensitivität für Nitro-
Vasodilatoren (Kojda et al., 1998). Darüber hinaus wurde beschrieben, dass eine 
(Zer-)Störung des Endothels zu einer Aufregulation der löslichen Guanylatzyklase 
(sGC) und einer Supersensitivität für Nitroprussid-Natrium (Shirasaki et al., 1985) 
führt. Estrogen stimuliert akut (schnell) die Vasodilatation über nicht-genomische 
Wege und steigert die eNOS-Aktivierung (Chen et al., 1999). Im Gegensatz dazu 
konnte in unseren Experimenten eine reduzierte endothelabhängige Relaxation in 
Antwort auf chronische Estradiol-Substitution gezeigt werden. Auch Darblade et al. 
konnten eine verschlechterte durch ACh induzierte, endothelabhängige 
Vasodilatation nur nach Langzeitbehandlung mit Estradiol und nicht nach kurzzeitiger 
in vitro-Applikation nachweisen. Es ist daher sehr wahrscheinlich, dass erst eine 
chronische Behandlung und genomische Effekte in einer verschlechterten durch ACh 
induzierten, endothelabhängigen Relaxation münden (Darblade et al., 2002). 
Dennoch ist es nicht auszuschließen, dass bei Estradiol-Dosen ähnlich den in der 
beschriebenen Untersuchung verwendeten (0,05 µg/g Körpergewicht) (Kazi et al., 
2007) auch nicht-genomische Effekte auftreten.  
In diesem Kontext zeigen einige Experimente, dass Estradiol die NFκB-Aktivität 
beeinflussen kann (Hamilton et al., 2004; Stice et al., 2008). Frühe Effekte 
implizieren eine schnelle, nicht-genomische Aktivierung von NFκB, die protektiv sind  
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und in späteren Phasen mit genomischen Effekten zusammen auftreten können. Die 
nicht-genomische Estradiol-Signaltransduktion aktiviert NFκB und die Hitzeschock-
Antwort und erhöht die zelluläre Resistenz gegenüber Verletzung. Hitzeschock-
Protein-Expression aber führt zur Inhibition von Apoptose und Entzündung und 
supprimiert die NFκB-Aktivierung. Das negative „feedback“ durch die Hitzeschock-
Antwort beeinflusst wiederum die schädlichen Effekte, die mit einer chronischen 
NFκB-Aktivierung verbunden sind (Stice et al., 2008). Aufgrund der Komplexität der 
Interaktion zwischen Estradiol, NFκB und der Hitzeschock-Antwort und dem Mangel 
an mechanistischen Untersuchungen hinsichtlich dieser Interaktionen kann aber 
allenfalls spekuliert werden, dass sich der vorstehend erwähnte Unterschied in der 
Atheroprotektion bei verschiedenen Estrogen-Dosierungen auch auf Ebene von 
NFκB und/oder der Hitzeschock-Antwort im Kontext der Ausprägung nicht-
genomischer Estradiol-Effekte ereignen könnte.  
Neben der Dosisabhängigkeit der beobachteten Effekte kann es auch von 
Bedeutung sein, dass die Estradiolsubstitution mit einem zeitlichen Abstand von zwei 
Wochen zur Ovariektomie, also nach experimenteller Menopause, initiiert wurde. 
Darüber hinaus wurden die Tiere mit einer fett- und cholesterinreichen Diät gefüttert. 
Diese experimentellen Bedingungen spiegeln teilweise die Charakteristika wieder, 
auf denen die einleitend beschriebene Zeithypothese beruht, dass nämlich negative 
Effekte einer HRT in älteren Frauen wahrscheinlich darin begründet liegen, dass das 
Zeitfenster, innerhalb dessen Estrogene atheroprotektive Effekte gehabt haben 
könnten, verfehlt wurde. Die Ergebnisse der bereits zitierten klinischen Studien 
zeigten dementsprechend, dass postmenopausale Frauen mit vorbestehender 
Atherosklerose und einem hohen kardiovaskulären Risiko  auch ein erhöhtes Risiko 
für  kardiovaskuläre Ereignisse nach Hormonersatztherapie hatten. 
 
5.1.1.2.5 Plaquemorphologie 
Zusätzlich zum Ausmaß der Atherosklerose und der Endothelfunktion wurden die 
Effekte einer Ovariektomie und einer nachfolgenden Hormonsubstitution auf die 
Zusammensetzung von Plaques untersucht, weil die Komposition und die 
Umsetzung der extrazellulären Matrix innerhalb der Gefäßwand und der 
atherosklerotischen Plaques zum Risiko der Plaque-Progression, -Ruptur, -Erosion 
und daraus folgend von Stenosen und thromboembolischen Komplikationen 
beitragen (Kolodgie et al., 2002; Newby et al., 1999; Plutzky, 1999).  
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5.1.1.2.5.1 Lipidgehalt atherosklerotischer Plaques des Aortenursprungs 
Hinsichtlich des Lipidgehalts atherosklerotischer Plaques konnte nur nach 
Ovariektomie eine verstärkte Akkumulation von Lipiden in den Plaques des 
Aortenursprungs gezeigt werden, die aber durch Estradiol-Substitution nicht wieder 
auf Kontrollniveau gesenkt wurde. Das führte zu der Annahme, dass der durch OVX 
induzierte Effekt keiner war, der allein durch die Depletion endogenen, ovariellen 
Estradiols induziert wurde, sondern in Zusammenhang mit weiteren ovariellen 
Steroiden stehen muss. 
 
5.1.1.2.5.2 Kollagengehalt und -packungsdichte, Makrophagen-Retention und 
Hyaluronsäure-Akkumulation 
Eine wichtige strukturelle Komponente der extrazellulären Matrix ist Kollagen. Das 
Kollagen-Molekül besteht aus drei Pro-Kollagen-Ketten, die in einer Dreifach-Helix 
assembliert sind. Es gibt mindestens 19 verschiedene Typen von Kollagen in der 
Gefäßwand, von denen die TypI- und TypIII-Kollagen-Fibrillen prädominant und dafür 
veranwortlich sind, Zugstabilität und Elastizität zu verleihen (Plenz et al., 2003). In 
normalen, nicht atherosklerotischen Gefäßen sind SMCs in der Media lokalisiert und 
erfüllen eine kontraktile Aufgabe, während sie in atherosklerotischen Plaques für die 
Kollagensynthese verantwortlich sind. In den Läsionen wandern SMCs von der 
Media in die Intima und bedingen dort so auch einen erhöhten Kollagengehalt 
(Newby et al., 1999). Parallel dazu sezernieren inflammatorische Zellen wie 
Makrophagen Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), die eine Proteolyse des Matrix-
Kollagens induzieren. Diese dynamische Dysbalance zwischen Kollagensynthese 
und -degradation bestimmt den Kollagen-Gehalt in der fibrotischen Kappe (Newby et 
al., 1999). In unseren Experimenten war der Gesamt-Kollagen-Gehalt in den 
atherosklerotischen Plaques nach Estradiolsubstitution zwar signifikant reduziert, es 
zeigten sich aber keine Unterschiede zwischen Kontrollen und ovariektomierten 
ApoE-/--Mäusen. Die Analyse der Kollagenfibrillendichte hingegen offenbarte, dass es 
nach Ovariektomie einen Trend hin zu erhöhter Kollagenfibrillendichte gab, der durch 
Estradiol wieder auf das Niveau von Kontrolltieren reduziert wurde und Hinweis auf 
eine estradiolabhängige Regulation der Kollagenfibrillendichte in atherosklerotischen 
Läsionen ist.  
Die Retention von Makrophagen war in keiner der Gruppen voneinander verschieden 
und weder nach Ovariektomie noch nach Estrogen-Monosubstitution konnten Effekte  
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auf den Gehalt an Hyaluronsäure in den atherosklerotischen Läsionen gezeigt 
werden.  
 
5.1.1.2.5.3 Gehalt α-SM-Aktin positiver Zellen 
Hinsichtlich einer zellulären Umstrukturierung der Läsionen nach Ovariektomie bzw. 
Estradiolsubstitution, konnte gezeigt werden, dass die Ovariektomie den Gehalt an α-
SM-Aktin positiven Zellen in Plaques des Aortenursprungs erhöhte und Estradiol die 
α-SM-Aktin Akkumulation wieder partiell reduzierte. Dies kann auf einen verringerten 
SMC-Gehalt hindeuten oder durch eine reduzierte Differenzierung von SMCs bedingt 
sein (Yoshida et al., 2007) und ist konsistent mit der beschriebenen durch ERα 
beeinflussten Inhibition der Differenzierung humaner, aortaler, glatter 
Gefäßmuskelzellen in vitro (Montague et al., 2006).  
Zelluläres und strukturelles Remodelling, insbesondere ein reduzierter Gehalt α-SM-
Aktin positiver Zellen sowie ein reduzierter Gesamtkollagengehalt können in eine 
veränderte thrombotische Antwort involviert sein. 
 
5.1.1.2.6 Evaluation der Thrombusbildung  
Die Evaluation des thrombotischen Potentials nach Ovariektomie und sich 
anschließender Hormonsubstitution mit E2 erfolgte im Modell der laserbasierten 
photochemisch induzierten Thrombose. Dieses Modell wurde gewählt, weil es als 
das in vivo Thrombosemodell angesehen wird, das am sensitivsten ist und selbst 
geringfügige Unterschiede in der thrombotischen Antwort mit höchster Akkuratheit 
(Westrick et al., 2007) detektiert. In diesem Modell wird dem Endothel – durch 
photochemische Aktivierung des Farbstoffs Rose Bengal – ein oxidativer Schaden 
zugefügt, der dazu führt, dass Plättchen an die subendotheliale Matrix adhärieren 
und die Koagulationskaskade initiieren können (Westrick et al., 2007). Weder die 
Ovariektomie noch die Estradiol-Monosubstitution in physiologischen Dosierungen 
beeinflussten aber die Thrombus-Bildung in dem gewählten Modell. 
 
Diese Ergebnisse zeigen, dass endogene, ovarielle Steroide und in niedrigen 
Dosierungen substituiertes E2 keinen Einfluss auf die thrombotische Antwort in 
diesem Mausmodell haben, interessanterweise aber pro-atherosklerotische Effekte 
vermitteln. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass endogene, ovarielle Steroide  
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und in niedrigen Dosierungen substituiertes E2 in strukturelles und zelluläres 
Remodelling atherosklerotischer Plaques in vivo involviert sind.  
Erstmalig konnten somit auch in tierexperimentellen Untersuchungen pro-
atherosklerotische E2-Effekte dargestellt werden, die mit den Daten aus klinischen 
Studien korrelieren, in denen keine positiven Effekte von E2 auf das Herzkreislauf-
System gezeigt werden konnten. Dieses Mausmodell scheint somit geeignet, in der 
Humantherapie beobachtete aber bislang nicht erklärbare negative Effekte einer 
Hormonsubstituion auf das kardiovaskuläre System tierexperimentell nachvollziehen 
und analysieren zu können.  
In Anlehnung an die in der WHI-Studie beschriebene, mit einer kombinierten 
Hormonersatztherapie verbundene, erhöhte Inzidenz thromboembolischer 
Komplikationen in postmenopausalen Frauen, wurde das etablierte Mausmodell im 
Folgenden verwendet, um auch die Effekte der kombinierten Hormonersatztherapie 
mit E2 und MPA hinsichtlich ihrer Effekte auf den Symptomenkomplex der 
Atherothrombose zu untersuchen.  
 
5.1.2 Effekte von Estrogen/Gestagen-Kombinationen  auf die Atherothrombose 
im Tiermodell 
5.1.2.1 Bestimmung der Uterusgewichte 
Um auch die Effektivität der MPA-Substitution zu validieren, wurden – wie schon für 
die Estradiolsubstitution beschrieben – die Uterusgewichte bestimmt. MPA alleine 
hatte keinen Effekt auf das Uterusgewicht, konnte aber die uterotropen Estradiol-
Effekte signifikant antagonisieren. Bei der humanen Hormonersatztherapie wird MPA 
unter anderem substituiert, um die Risiken einer Endometriumshyperplasie (Gelfand 
et al., 1989; Paterson et al., 1980; Whitehead et al., 1979; Woodruff et al., 1994) und 
von Endometriumkarzinomen (Beresford et al., 1997; Hammond et al., 1979; 
Persson et al., 1989; Pike et al., 1997; Voigt et al., 1991) zu senken. In diesem 
Zusammenhang bestätigte die durch MPA vermittelte Inhibition der durch Estradiol 
induzierten Uterushypertrophie, dass die Substitution mit den gewählten MPA-
Dosierungen die in der Humantherapie intentionierten Effekte auch im Mausmodell 
zeigte. Die von uns gewählte MPA-Dosis basierte auf früheren Studien von Hanke et 
al. und Shultz et al., die Gestagen-Dosierungen verwendeten, welche zu einem 
Gestagen/Estrogen Verhältnis zwischen 10:1 und 100:1 führten (Hanke et al., 1996; 
Shultz et al., 2004).  
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5.1.2.2  Bestimmung der Körpergewichte und des Lipidprofils 
Wie schon für die Estrogenmonosubstitution beschrieben, hat Estrogen einen 
gewichtsreduzierenden Effekt, der auch in der Gruppe der mit E2 und MPA 
substiuierten Tiere manifest wurde. Das Gewicht der alleine mit MPA substituierten 
Tiere war von dem Gewicht der mit Plazebo substituierten Tiere nicht verschieden. 
Hinsichtlich der Gesamtcholesterol- und Triglyzeridspiegel gab es in keiner der 
Gruppen signifikante Unterschiede. 
 
5.1.2.3 Evaluation der Thrombusbildung  
Die Evaluation des thrombotischen Potentials nach Hormonsubstitution mit E2 und 
MPA erfolgte wie schon für Estradiol im Modell der laserbasierten photochemisch 
induzierten Thrombose. Eine kombinierte Substitution von MPA und Estradiol zeigte 
stark prothrombotische Effekte, die auch nach MPA-Monosubstitution nachweisbar 
waren. Die in dem gewählten Atherosklerose-Mausmodell unter Fütterung einer 
hochkalorischen Diät nach Langzeitapplikation (90 Tage) validierten 
prothrombotischen Effekte sind möglicherweise das experimentelle Korrelat der in 
der WHI-Studie beschriebenen negativen Wirkungen einer kombinierten 
Hormonersatztherapie beim Menschen. Darüber hinaus war die Häufigkeit der 
Rekonstituierung des Blutflusses in den mit MPA und einer Kombination aus MPA 
und Estradiol behandelten Tieren im Vergleich zu mit Plazebo behandelten Tieren 
signifikant reduziert. Mögliche Erklärungen hierfür könnten sein, dass entweder das 
Plättchen-Aggregat selbst stabiler oder die Adhäsion des Plättchen-Thrombus an die 
Gefäßwand der arteria carotis communis in den MPA oder MPA/Estradiol 
substituierten Tieren stärker war. Ein potentieller Mechanismus, der diesem 
möglicherweise veränderten Plättchencharakter zugrunde liegen könnte, könnte eine 
verstärkte Aktivierung von Plättchen sein.  
 
5.1.2.4 Evaluation der Plättchenaktivierung und Thrombinbildung 
5.1.2.4.1 Basale und induzierte P-Selektin (CD62P)-Expression auf Plättchen 
Mechanistische Experimente zeigten jedoch, dass die basale P-Selektin-Expression 
als Marker für die Plättchen-Aktivierung durch keine der Hormon-Substitutionen 
beeinflusst wurde und dass auch die durch Convulxin induzierte P-Selektin-
Expression, weder in mit MPA noch in mit MPA/Estradiol behandelten Tieren erhöht  
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war. Convulxin ist ein heterodimeres C-Typ Lektin, das aus dem Gift der 
Klapperschlange isoliert wird. Es aktiviert Plättchen über Bindung und Clusterung 
des Glykoproteins VI auf der Oberfläche der Plättchen. Es zeigte sich sogar, dass in 
der kombiniert substituierten Gruppe eine – im Vergleich zu plazebobehandelten 
Tieren – reduzierte Plättchen-Aktivierung nach Convulxin-Stimulation resultierte.  
Eine erhöhte basale Plättchen-Aktivierung oder eine verstärkte Aktivierbarkeit der 
Plättchen durch die Hormonsubstitution kann als dem prothrombotischen Status 
zugrunde liegender Mechanismus somit ausgeschlossen werden. Diese Resultate 
sind konsistent mit dem Befund, dass die Plättchenfunktion bei postmenopausalen 
Frauen mit koronarer Herzerkrankung nicht beeinträchtigt ist und dass die ex vivo 
Plättchen-Aggregation in Antwort auf ADP sowohl durch Estrogen als auch durch 
MPA sogar inhibiert wird (Bar et al., 2000).  
 
5.1.2.4.2 Endogenes Thrombinpotential in plättchenarmem Plasma 
Neben den Effekten auf die Plättchen können prothrombotische Phänotypen auch 
durch Veränderungen in der Gerinnungskaskade oder ein Gefäß(wand)-Remodelling 
induziert werden. Interessanterweise war das endogene Thrombinpotential (ETP) als 
Parameter für das Ausmaß der Thrombingenerierung in Antwort auf MPA erhöht, 
während die kombinierte Gabe von MPA und Estradiol keinen Effekt auf das ETP 
hatte. Gesteigerte Thrombin-Aktivität auf Plättchen und Fibrinogen in Antwort auf 
MPA könnte deshalb sowohl zur akzellerierten Thrombus-Entstehung als auch zur 
erhöhten Thrombusstabilität beitragen. Diese Ergebnisse reihen sich in klinische 
Daten ein, die zeigen, dass Estrogene und Gestagene antikoagulatorische Faktoren, 
wie Antithrombin III und Protein C, reduzieren (Hoibraaten et al., 2000; Scarabin et 
al., 1997; Sumino et al., 2005) und zugleich hämostatische Faktoren erhöhen 
(Scarabin et al., 1997). Die Tatsache, dass eine kombinierte Substitution mit MPA 
und Estradiol das endogene Thrombinpotential nicht beeinflusste, lässt den Schluss 
zu, dass Estradiol die Effekte von MPA auf das ETP antagonisiert. Gleichzeitig 
bedeutet dieser Befund, dass es weitere Mechanismen geben muss, die auch den 
prothrombotischen Effekt in der Gruppe der kombiniert substituierten Tiere erklären. 
Bei der Suche nach Mechanismen, die das erhöhte thrombotische Potential in den 
kombiniert behandelten Tieren erklären könnten und eventuell dem pro-
thrombotischen MPA-Effekt außerdem zugrunde liegen könnten, wurde das Ausmaß  
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der Atherosklerose von mit Plazebo, MPA und MPA/E2 substituierten Tieren 
bestimmt.  
 
5.1.2.5 Ausmaß der Atherosklerose 
Die Ergebnisse zeigen, dass MPA das Ausmaß der Atherosklerose im ApoE-/--
Mausmodell unter den gewählten experimentellen Bedingungen nicht erhöht, 
sondern sogar um ca. 20 % reduziert, während die mit Estradiol kombinierte Gabe 
keinen Effekt auf den Plaquebesatz in der Aorta hat. Da sich der Plaquebesatz in der 
Aorta kombiniert substituierter Tiere nicht von dem Plaquebesatz plazebobehandelter 
Tiere unterschied, kann auch die Atherosklerose den prothrombotischen Phänotyp 
der kombiniert behandelten Tiere nicht erklären. Ein verstärktes Maß an 
Atherosklerose als weiterer, dem pro-thrombotischen MPA-Effekt zugrunde liegender 
Mechanismus kann ebenfalls ausgeschlossen werden.  
Dennoch ist der antiatherosklerotische Effekt von MPA ein interessanter Befund: Ein 
potentieller Mechanismus dieses Effekts von MPA könnte sein, dass MPA nicht nur 
Progesteronrezeptoren aktiviert, sondern auch eine partial-agonistische Wirkung auf 
Androgen- und Glukokortikoidrezeptoren hat (Poulin et al., 1989; Poulin et al., 1991).  
Für die androgene Partialwirkung des MPA wurde postuliert, dass sie anti-
inflammatorische Wirkungen während der Atherosklerose in postmenopausalen 
Frauen bedingt (Wakatsuki et al., 2002). Koubovec et al. zeigten außerdem, dass 
MPA die Zytokinexpression in Mausfibroblasten reduziert und anti-inflammatorische 
Effekte über den Glukokortikoidrezeptor vermittelt (Koubovec et al., 2004). Der in den 
beschriebenen Versuchen beobachtete antiatherosklerotische Effekt des MPA 
könnte also sowohl in seinem androgenen Charakter als auch in seiner 
glukokortikoiden Partialwirkung begründet liegen. Eine weitere mögliche Ursache 
könnte eventuell eine verbesserte Endothelfunktion sein. Gleichzeitig ist es denkbar, 
dass eine verschlechterte Endothelfunktion, also ein vermindertes Maß an 
Vasoreaktivität, dem prothrombotischen Phänotyp der kombiniert substituierten Tiere 
zugrunde liegen könnte. 
 
5.1.2.6 Endothelfunktion 
Eine endotheliale Dysfunktion wird als der erste Schritt in der Pathogenese der 
Atherosklerose erachtet (Crauwels et al., 2003). Es gibt aber auch Publikationen, die 
zeigen, dass keine Korrelation zwischen dem Ausmaß an Atherosklerose und den  
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EC50- und Rmax-Werten der ACh-induzierten Vasorelaxation besteht (Jiang et al., 
2001). In den beschriebenen Experimenten zeigte sich aber zwischen den Gruppen 
der mit Plazebo bzw. MPA oder MPA + E2 behandelten Tiere keine Beeinträchtigung  
der endothelabhängigen Relaxation in Antwort auf ACh. Demnach kann eine 
verschlechterte Ansprechbarkeit auf Acetylcholin als Mechanismus, der dem 
prothrombotischen Effekt der kombinierten Substitution zugrunde liegt, 
ausgeschlossen werden. Die Vasorelaxation in Antwort auf SNAP nach MPA-
Behandlung war darüber hinaus sogar signifikant verschlechtert.  
Durch Transnitrosierungsreaktionen entstehen aus SNAP spontan zerfallende S-
Nitrosothiole. Die dadurch bedingte Freisetzung von NO geschieht nicht enzymatisch 
und führt zur Freisetzung von NO in den extrazellulären Raum. Die verminderte 
Ansprechbarkeit von mit MPA behandelten Tiere auf SNAP könnte so durch eine 
erhöhte Degradation von exogen gebildetem NO, z.B. durch Oxidation, bedingt sein 
(d'Uscio et al., 2001).  
 
5.1.2.7 Plaquemorphologie 
5.1.2.7.1 Lipidgehalt atherosklerotischer Plaques des Aortenursprungs 
Ein weiterer Faktor, der das thrombotische Potential beeinflussen kann, ist der 
zelluläre und strukturelle Umbau von Gefäßen und Plaques. Wie einleitend 
beschrieben, ereignen sich Plaque-Rupturen, die mit Myokardinfarkt assoziiert sind, 
häufig in den Schulterregionen von Plaques und treten eher in Läsionen mit 
ausgedünnter fibrotischer Kappe, relativ hohen Konzentrationen lipidbeladener 
Makrophagen und großem nekrotischen Kern auf (Glass et al., 2001). Felton et al. 
berichteten, dass freies Cholesterol im nekrotischen Kern mit einer Instabilität der 
ensprechenden Läsionen assoziiert ist und der Übergang zu einer instabilen Läsion 
immer mit einer Anhäufung freien und veresterten Cholesterols einhergeht (Felton et 
al., 1997). Der Einfluss der Lipid-Komposition auf die Plaque-Stabilität beim 
plötzlichen Herztod wird auch in einer Studie von Virmani et al. belegt, in der der 
prozentuale Anteil an Cholesterol-Lücken in Läsionen mit Rupturen größer ist als in 
erodierten oder stabilen Plaques (Virmani et al., 2000). Bezüglich des Lipidgehaltes 
in den Plaques der experimentellen Gruppen konnte aber nur in den mit MPA 
monosubstituierten Tieren eine Tendenz hin zu gesteigerter Lipidakkumulation 
gezeigt werden. Signifikante Unterschiede traten aber im Vergleich der Gruppen 
untereinander bei keiner Behandlung auf. 
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5.1.2.7.2 SMC-Gehalt, Makrophagen-Retention und Hyaluronsäure-Akkumulation 
Neben der Akkumulation von Lipiden spielen aber vor allen Dingen auch zelluläre 
Veränderungen, wie die Invasion glatter Muskelzellen und die Retention von 
Makrophagen sowie eine strukturelle Reorganisation der Matrix eine wichtige Rolle in 
der Initiation und Progression von Atherosklerose und Atherothrombose. MPA und 
Estradiol senkten in den beschriebenen Experimenten die Akkumulation α-Aktin-
positiver Zellen in Plaques des Aortenursprungs. Dies deutet entweder auf einen 
reduzierten Gehalt an glatten Muskelzellen und/oder auf eine verminderte 
Differenzierung der glatten Muskelzellen hin (Yoshida et al., 2007). Diese Effekte auf 
glatte Muskelzellen könnten von Bedeutung sein, weil eine reduzierte Akkumulation 
glatter Muskelzellen immer mit einer Schwächung der fibrotischen Kappe assoziiert 
werden muss und dedifferenzierte glatte Muskelzellen synthetisch aktiver sind und so 
eventuell eine luminale Verengung unterstützen könnten. Die Retention von 
Makrophagen hingegen war in keiner der Gruppen beeinflusst. Hinsichtlich eines 
möglichen Remodellings der EZM, war interessanterweise der Gehalt an 
Hyaluronsäure in Antwort auf die kombinierte Substitution mit MPA und Estradiol 
erhöht: Hyaluronsäure ist eine Karbohydratkomponente der extrazellulären Matrix, 
die sowohl die Proliferation und Migration glatter Muskelzellen unterstützt (Evanko et 
al., 1999) als auch zur Ausdehnung der intimalen, extrazellulären Matrix beiträgt. So 
stellt sie wahrscheinlich einen Promotor der luminalen Verengung im Verlauf der 
Atherosklerose dar (Toole et al., 2002). Zusätzlich wird Hyaluronsäure als 
Matrixbestandteil mit prothrombogenen Eigenschaften diskutiert, weil eine 
dramatische Akkumulation von Hyaluronsäure an der luminalen Oberfläche humaner, 
erodierter Plaques gezeigt werden konnte (Kolodgie et al., 2002). Dies deutet darauf 
hin, dass ein erhöhter Hyaluronsäure-Gehalt in atherosklerotischen Plaques in eine 
akzellerierte, thrombotische Antwort involviert sein könnte, insbesondere nach 
kombinierter Hormonsubstitution mit MPA und Estradiol. Der Anstieg des Gehalts an 
Hyaluronsäure und die Reduktion des Gehalts α-SM-Aktin positiver Zellen war nur in 
den Plaques der kombiniert substituierten Tiere signifikant. Das legt nahe, dass MPA 
und Estradiol additive Effekte auf diese Parameter haben. Gleichzeitig könnte dieses 
zelluläre und strukturelle Remodelling der Plaques eine mögliche Erklärung für den 
beobachteten prothrombotischen Phänotyp nach kombinierter Hormonsubstitution 
sein.  
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Zusätzlich zu dem erhöhten endogenen Thrombinpotential und der erhöhten Menge 
an Hyaluronsäure bzw. der reduzierten Anzahl α-SM-Aktin positiver Zellen können 
aber auch andere Mechanismen zum prothrombotischen Effekt von MPA und der 
Kombination von MPA und Estradiol beitragen. Eine veränderte Genexpression in 
der Gefäßwand kann zum Beispiel ebenfalls mechanistische Erklärungen liefern. 
Herkert et al. haben nach MPA-Behandlung eine erhöhte Expression von 
Thrombinrezeptoren auf vaskulären, glatten Muskelzellen beschrieben (Herkert et al., 
2001). Darüber hinaus konnten eine Herabregulation der endothelialen NO-Synthase 
in Endothelzellen (Zerr-Fouineau et al., 2007) oder eine Aufregulation der NADPH-
Oxidase-Aktivität (Wassmann et al., 2005) in Antwort auf MPA gezeigt werden. 
Interessanterweise wurde außerdem beschrieben, dass MPA koronare 
Vasospasmen in Affen begünstigt, was ebenfalls ein erhöhtes kardiovaskuläres 
Risiko impliziert (Miyagawa et al., 1997).  
Die erhobenen Daten zeigen, dass diese in den in vivo-Experimenten an Mäusen 
erzielten Ergebnisse hinsichtlich der arteriellen Thrombose in Antwort auf MPA und 
MPA/Estradiol mit den Resultaten klinischer Studien korrellieren, die zeigten, dass 
eine kombinierte Hormonersatztherapie mit Estrogenen und MPA ein erhöhtes Risiko 
für Myokardinfarkt und Schlaganfall mit sich bringt (Anderson et al., 2004; Hulley et 
al., 1998; Rossouw et al., 2002; Rossouw et al., 2007; Vickers et al., 2007). Als 
mechanistische Schlussfolgerung aus den Experimenten kann festgehalten werden, 
dass der prothrombotische Effekt von MPA in Verbindung mit einer gesteigerten 
Thrombin-Bildung und/oder im Fall der kombinierten MPA/Estradiol-Substitution in 
Verbindung mit einem Remodelling der extrazellulären Matrix der arteriellen 
Wand/der atherosklerotischen Läsionen, einschließlich erhöhter Hyaluronsäure-
Akkumulation, steht. Diese Ergebnisse stellen neue mechanistische Erklärungen für 
das „Versagen“ der kardiovaskulären Protektion einer kombinierten 
Hormonersatztherapie, insbesondere mit Hinblick auf zelluläres und strukturelles 
Remodelling, dar.  
 
5.1.2.8 Matrix-Pharmakologie 
Es ist in diesem Zusammenhang interessant, dass bereits in früheren 
Untersuchungen beschrieben wurde, dass unterschiedliche Bestandteile der EZM 
durch Pharmaka aus verschiedenen Medikamentenklassen, wie AT1-Antagonisten, 
Statinen und COX-Inhibitoren beeinflusst werden können.  
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Der Prozess der Atherogenese ist, wie einleitend beschrieben, unter anderem durch 
eine phasenspezifische Akkumulation und eine extensive Umstrukturierung der EZM 
charakterisiert. Proteoglykane, HA und Kollagen sind in diesem Kontext sowohl 
funktionell als auch strukturell wichtige EZM-Moleküle, die im Bereich der Neointima 
von atherosklerotischen Plaques akkumulieren. Zwei wichtige Proteoglykane, die zur 
Klasse der kleinen leucinreichen Proteoglykane gehören, sind Biglykan und Decorin.  
AT1-Antagonisten: Das Peptidhormon Angiotensin-II beeinflusst über den Rezeptor-
Subtyp AT1 den Blutdruck, wobei verschiedene Mechanismen wie Vasokonstriktion, 
erhöhte renale Natriumrückresorption und Steigerung der Aldosteronsekretion in den 
Nebennieren beteiligt sind. Eine Pharmakotherapie mit dem selektiven Angiotensin-
II-Rezeptor-Subtyp AT1-Antagonisten Telmisartan senkt somit den Blutdruck. 
Bezogen auf die Zusammensetzung der EZM konnte gezeigt werden, dass eine 
Behandlung mit Telmisartan die Biglykan-Akkumulation in atherosklerotischen 
Plaques des Aortenursprungs im Kontext einer fortgeschrittenen Atherosklerose 
reduzierte und so spezifisch die Proteoglykan-Matrix-Zusammensetzung 
fortgeschrittener atherosklerotischer Läsionen beeinflusste (Nagy et al.). 
Statine: Die Statine umfassen eine Medikamentenklasse, die auch als Lipidsenker 
bekannt sind und die 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase (HMG-CoA-
Reduktase) inhibieren. Aufgrund der Tatsache, dass HMG-CoA ein Zwischenprodukt 
der menschlichen Cholesterinsynthese ist, werden Statine bislang hauptsächlich als 
Cholesterinsenker eingesetzt. Bedingt durch die Therapie herrscht in den Zellen ein 
relativer Cholesterinmangel, was dazu führt, dass sie vermehrt LDL-Rezeptoren 
produzieren, die das LDL aus dem Blut durch Endozytose aufnehmen. LDL wird 
dadurch aus dem Blutkreislauf entfernt, wodurch sich der LDL-Spiegel im Blut und 
damit auch Wirkungen des LDL wie Progression der Atherosklerose verringern.  Die 
Behandlung mit Statinen führte in ApoE-/- Mäusen zu einem massiven Anstieg von 
Decorin und Biglykan in atherosklerotischen Plaques des Aortenursprungs und der 
arteria brachiocephalica. Auch in Endatherektomien von mit Statinen behandelten 
Patienten konnte eine gesteigerte Decorin- und Biglykan-Akkumulation gezeigt 
werden. Darüber hinaus führte eine Langzeitbehandlung mit Rosuvastatin in Mäusen 
zu einer kondensierten kollagenreichen Matrix, was zusammen mit der gesteigerten 
Akkumulation von Decorin und Biglykan zu einem stabileren Plaquephänotyp 
beitragen könnte (Marzoll et al., 2009a).  
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COX-Inhibitoren: Pharmakologische Inhibition der Prostaglandinsynthese durch 
Applikation nicht selektiver COX-Inhibitoren, die auch als nicht-steroidale anti-
inflammatorische Pharmaka (NSAIDs) bekannt sind, finden breite Anwendung für 
Indikationen, die antipyretische, antiinflammatorische und analgetische 
Therapiestrategien verlangen. Zusätzlich wird niedrig dosierte Acetylsalicylsäure 
auch zur Prävention thromboembolischer Komplikationen in Patienten mit KHK 
eingesetzt. Für COX2 spezifische Inhibitoren (Coxibe) wurden entwickelt, um das 
Risiko gastrointestinaler Komplikationen, die normalerweise mit NSAIDs 
einhergehen, zu mildern. Da sowohl NSAIDs als auch Coxibe für die symptomatische 
Behandlung von Patienten mit Osteoarthritis und rheumatoider Arthritis verwendet 
werden, findet die Behandlung häufig über einen langen Zeitraum statt und schließt 
Patienten mit Atherosklerose und KHK ein. In vivo konnte gezeigt werden, dass die 
intimale HA-Akkumulation sowohl durch den unspezifischen COX-Inhibitor 
Indomethazin als auch durch den für COX2 spezifischen Inhibitor Rofecoxib stark 
reduziert wurde. Dies ging einher mit einer massiven Inhibition der HAS1- und HAS2-
mRNA Expression (Marzoll et al., 2009b). Diese Modulation der vaskulären HA-
Akkumulation könnte eine Rolle für chronische Effekte von COX-Inhibitoren auf die 
Progression der Atherosklerose spielen.  
 
In dieser Arbeit wurden mit Estrogen/Gestagen-Kombinationen weitere für die 
Pharmakotherapie relevante Regulatoren des vaskulären Matrixumbaus und 
spezifisch der HA-Synthese identifiziert. Diese neuen Erkenntnisse erweitern das 
Wissen um EZM-Bestandteile, insbesondere HA, als Zielstrukturen 
pharmakologischer Interventionen im Kontext der Atherosklerose und Thrombose 
und tragen so zu einem vollständigeren Verständnis der durch Pharmaka induzierten 
Veränderungen in Struktur und Expression der extrazellulären Matrix bei.  
Zukünftig sind weiterführende Studien von Nöten, um die Rolle hyaluronsäurereicher 
Matrix in der arteriellen Antwort auf MPA und MPA/Estradiol weiter zu untersuchen.  
 
5.1.3 Resumée 
Zusammenfassend demonstriert die vorstehend beschriebene in vivo-Untersuchung 
zum ersten Mal, dass endogenes und in physiologischen Dosierungen exogen 
appliziertes Estradiol die Atherosklerose in einem murinen Modell der akzellerierten  
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Atherosklerose, wahrscheinlich bedingt durch eine eingeschränkte Endothelfunktion, 
beschleunigen können. Im Gegensatz dazu war MPA in diesem Mausmodell – 
sowohl alleine als auch in Kombination mit Estradiol – stark prothrombotisch, obwohl 
es gleichzeitig die Atherosklerose inhibierte. Mögliche Mechanismen schließen eine 
gesteigerte Thrombinbildung und Veränderungen in der vaskulären Genexpression 
ein, die in einer veränderten Matrix-Struktur innerhalb der Plaques und einem 
abgeänderten Phänotyp glatter Muskelzellen münden.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.1.4 Ausblick 
Bei der Frage nach der Validität des Modells und der Möglichkeit die an diesem 
Tiermodell gewonnenen Erkenntnisse perspektivisch tatsächlich auf klinische 
Fragestellungen übertragen zu können, ist immer zu berücksichtigen, dass es  
Abb. 5-1: Schematische Darstellung der Wirkungen von E2 und MPA auf Atherosklerose und Thrombose im 
Tiermodell in vivo. E2 erhöhte möglicherweise unter anderem über eine Verschlechterung der Endothelfunktion das 
Ausmaß der Atherosklerose, während MPA die Atherosklerose reduzierte. Gleichzeitig erhöhte MPA das endogene 
Thrombinpotential, was zu der durch MPA beschleunigten Thrombusbildung beigetragen haben könnte. Eine 
kombinierte Substitution von E2 und MPA erhöhte den Gehalt an HA und reduzierte die Menge α-SM-Aktin positiver 
Zellen in atherosklerotischen Plaques des Aortenursprungs. Diese zelluläre und strukturelle Reorganisation könnte in 
die durch E2 + MPA beschleunigte Thrombusbildung involviert sein. 
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Limitationen von Tiermodellen gibt, die eine Translation auf humanmedizinische 
Anwendungen einschränken. Nichts desto trotz teilt unser Modell zahlreiche 
Eigenschaften der humanen Atherosklerose und erlaubt eine Hormonsubstitution in 
Anlehung an die in der Humantherapie geltenden Therapieschemata. 
Pathophysiologische Beobachtungen aus der Humanmedizin, die den Prozess der 
Atherogenese und die Erkrankung der Atherosklerose charakterisieren, können auch 
im ApoE-/--Modell nachvollzogen werden: Hypercholesterinämie bei Menschen, die 
auch in allen in unseren Tierversuchen charakterisierten Tieren nachgewiesen 
werden konnte, führt zu einer erhöhten LDL-Retention im subendothelialen Raum 
und nachfolgend zu dessen Aggregation und Oxidation, was zu einer Ausprägung 
von Endothelschäden führt und den atherogenen Prozess an aufgrund 
hämodynamischer und mechanischer Kräfte anfälligen Stellen im Gefäßsystem 
initiiert (Hodgin et al., 2002). ApoE-/--Mäuse entwickeln dementsprechend unter 
entsprechenden diätischen Bedingungen spontan Atherosklerose, die durch einfache 
und komplizierte Läsionen charakterisiert ist, die denen von Menschen sehr ähneln 
(Rosenfeld et al., 2000).  
Dennoch konnten aber klinische Studien, anders als eine E2-Behandlung in der 
Maus, keine Protektion durch E2 zeigen und beschrieben ein erhöhtes Risiko 
kardiovaskulärer Schäden nach HRT, sowohl für die Primär- (Rossouw et al., 2002) 
als auch für die Sekundärprävention (Hulley et al., 1998). Es war daher bislang 
unmöglich, Resultate aus tierexperimentellen Versuchen mit Beobachtungen aus 
humanen Studien abzugleichen, was der Verwendung des Mausmodells 
entgegenstand. Darüber hinaus ist es wichtig zu beachten, dass in den klinischen 
Studien mit „Myokardinfarkt“ und „Tod in Folge koronarer Herzerkrankung“ 
Endpunkte gewählt wurden, die späte thrombotische Ereignisse reflektieren. 
(Spontane) Plaquerupturen und nachfolgende Thrombosen, die klinischen 
Ereignissen wie Myokardinfarkt vorausgehen, finden aber in atherosklerotischen 
Mausmodellen nicht statt (Hodgin et al., 2002) und stellen so eine Limitation der 
Möglichkeit der Translation in die Humanmedizin dar.  
Bei der Interpretation von Ergebnissen darf hinsichtlich der Applikationart und            
-formulierung auch nicht außer Acht gelassen werden, dass beim Menschen 
transdermale Applikationen anders als orale Formulierungen, die in den klinischen 
Studien „WHI“ und „HERS“ verwendet wurden, den first-pass-Effekt der 
Leberpassage umgehen, woraus weniger positive Effekte auf das Lipidprofil  
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resultieren, gleichzeitig aber die Induktion von Angiotensinogen und C-reaktivem 
Protein vermieden werden (Hodgin et al., 2002). Die ESTHER Studie bestätigte, 
dass orale Estrogene einen signifikanten Anstieg thromboembolischer Ereignisse 
bedingen und legt nahe, dass die transdermale Appliktion nicht mit einer Erhöhung 
des Risikos für thromboembolische Komplikationen assoziiert ist (Hodgin et al., 
2002). Die subkutane Substitution in den vorliegenden Experimenten scheint somit 
hinsichtlich des fehlenden Effektes auf die Thrombusbildung nach subkutaner E2-
Substitution und bezogen auf pro-atherogene E2-Effekte sowie pro-thrombotische 
Effekte der kombinierten Gestagen/Estrogen-Substitutionstherapie gut mit 
Endpunktdaten aus Studien beim Menschen (ESTHER, WHI und HERS) zu 
korrelieren. 
 
Erstmalig steht somit ein Mausmodell zu Verfügung, mit dem mechanistisch die 
negativen Effekte von MPA und Estradiol partiell aufgeklärt werden konnten und der 
Frage nachgegangen werden konnte, welche Gründe zu dem „Versagen“ der 
kardiovaskulären Protektion der Hormonersatztherapie geführt haben könnten. In 
Zukunft sollten an diesem Mausmodell weitere mechanistische Untersuchungen 
durchgeführt werden, um Ursachen für die negativen Effekte einer HRT oder ERT 
auf das kardiovaskuläre System zu evaluieren und so zu einem besseren 
Verständnis von Estrogenen und Gestagenen hinsichtlich ihres kardiovaskulären 
Risikoprofils beizutragen.  
Darüber hinaus könnte es von großem klinischen Interesse sein, an dem 
beschriebenen Mausmodell durch Verwendung alternativer Progesteronderivate, die 
sich von MPA hinsichtlich agonistischer oder antagonistischer Wirkungen auf andere 
Steroidrezeptoren unterscheiden, in zukünftigen Studien zu evaluieren, ob der 
prothrombotische Effekt des MPA von seinem antiatherosklerotischen Effekt 
differenziert werden kann. Dies bietet die Perspektive, zu einem besseren 
Nutzen/Risiko-Verhältnis postmenopausaler Hormonersatztherapien beizutragen. 
 
5.2 Zellversuche 
5.2.1 Effekte von Estradiol auf humane, glatte Gefäßmuskelzellen 
In den vorstehend beschriebenen Tierversuchen konnte gezeigt werden, dass 
Estradiol, wenn es nach experimenteller Menopause bei akzellerierter  
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Atherosklerose in physiologischen Dosierungen substituiert wird, pro-
atherosklerotische Effekte hat.  
Nichts desto trotz scheinen Estrogene auch durch epidemiologische Daten belegt 
(Grodstein et al., 2003; Grodstein et al., 1995) in jungen Frauen oder in Frauen, die 
direkt mit dem Erreichen der Menopause mit Estrogenen substituiert werden, 
atheroprotektiv zu wirken. In diesem Zusammenhang könnte es von Bedeutung sein, 
dass die Evolution intimaler Läsionen prinzipiell mit einer zunehmenden 
Akkumulation glatter Gefäßmuskelzellen in den atherosklerotischen Plaques 
einhergeht, was eine Steigerung der proliferativen und/oder migratorischen Kapazität 
dieser Zellen impliziert. Dies kann auch eine Transition der glatten Muskelzellen von 
differenzierten in proliferierende, dedifferenzierte Zellen einschließen. Die 
Mechanismen, die der Migration glatter Muskelzellen in die Intima unterliegen und 
die Modulation glatter Muskelzellen hin zum proliferierenden synthetischen Phänotyp 
bedingen, sind von Ross ausführlich beschrieben (Ross, 1981).  
PDGF ist dabei einer der Faktoren, die essentiell in Atherosklerose und Restenose 
involviert sind (Raines et al., 1996). PDGF wird in normalen Arterien nicht exprimiert, 
während er in atherosklerotischen Läsionen aufreguliert wird. Die Läsionen aller 
Entwicklungsstufen bei Menschen und bei nicht-humanen Primaten enthalten die 
PDGF-BB-Isoform. Es konnte gezeigt werden, dass PDGF-BB essentiell in die 
Proliferation und Migration glatter Muskelzellen involviert (Grotendorst et al., 1982; 
Grotendorst et al., 1981; Hart et al., 1988; Ross et al., 1986) und der wichtigste, pro-
migratorische Faktor für glatte Muskelzellen innerhalb der PDGF-Familie ist. PDGF-
AA dagegen hat inhibitorische Effekte auf die Migration von glatten Muskelzellen 
(Koyama et al., 1992). Interessanterweise haben einige Experimente gezeigt, dass 
Estrogene die durch PDGF induzierte Proliferation und Migration glatter 
Gefäßmuskelzellen in vitro inhibieren (Dai-Do et al., 1996; Kappert et al., 2006; 
Kolodgie et al., 1996; Somjen et al., 1998; Suzuki et al., 1996). Es gibt aber auch 
Untersuchungen, die diesen inhibitorischen Effekt von Estrogenen (Akishita et al., 
1997; Bhalla et al., 1997; Dai-Do et al., 1996; Kappert et al., 2006; Montague et al., 
2006; Suzuki et al., 1996; Takahashi et al., 2003; Vargas et al., 1993) auf die 
Proliferation und Migration glatter Gefäßmuskelzellen nicht beschreiben, sondern im 
Gegenteil zeigen, dass Estrogene die [3H]-Thymidin Inkorporation und Proliferation 
steigern (Farhat et al., 1992; Keyes et al., 1996; Ling et al., 2004; Song et al., 1998). 
Estrogen-Rezeptoren wurden im Endothel und auf glatten  
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Gefäßmuskelzellen verschiedener Säugetiere wie Kaninchen (Stumpf et al., 1977), 
Pavianen (Lin et al., 1986a; Lin et al., 1982) und Ratten (Lin et al., 1986b; Orimo et 
al., 1993) nachgewiesen. Estrogen bindet dabei an zwei distinkte Estrogen-
Rezeptoren, namentlich ERα und ERβ, die auf allen vaskulären Zelltypen exprimiert 
werden (Mendelsohn et al., 1999). Dies zeigt, dass Estrogene eine Rolle in der 
Regulation der Funktion vaskulärer Zellen spielen (Suzuki et al., 1996). Wir konnten 
eine reduzierte proliferative Kapazität von VSMC in Antwort auf Estradiol zeigen. 
Mechanistisch war dies mit einer reduzierten Phosphorylierung von ERK1/2 
verbunden, die von PDGF abhängige, zelluläre Antworten wie Zellzyklus-
Progression, Migration und Überleben mediiert (Rosenkranz et al., 1999). Diese 
Effekte auf die ERK-Phosphorylierung stimmen mit früheren Untersuchungen 
überein, die ebenfalls einen inhibitorischen Effekt von Estradiol auf die ERK-
Phosphorylierung zeigten, welche wiederum mit Veränderungen in der katalytischen 
Aktivität der Kinase einhergingen (Mori-Abe et al., 2003). Darüber hinaus konnten 
Kappert et al. zeigen, dass Estrogene durch Inhibition von rac-1 PDGF-induzierte, 
zelluläre Antworten in glatten Gefäßmuskelzellen durch Beeinflussung der durch 
PDGF induzierten Signaltransduktion auf Post-Rezeptor-Ebene beeinflussen. Des 
Weiteren postulierten Ding et al., dass die Bindung von Estrogenen an seine 
Rezeptoren zu einer Stimulation der Proteinkinase A und einer nachfolgenden 
Inhibition der ERK-Aktivität führen (Ding et al., 2009). Es konnte außerdem gezeigt 
werden, dass 17-β-Estradiol den anti-proliferativen Effekt von mit PDGF stimulierten, 
glatten Gefäßmuskelzellen auch durch Inhibition der pRB-Phosphorylierung ausübt 
und diese inhibitorischen Effekte des Estrogens hauptsächlich durch den 
Estrogenrezeptor α vermittelt werden (Takahashi et al., 2003). Einige Experimente 
schlagen vor, dass eher Estradiol-Metabolite als Estradiol selber für die 
antiproliferativen Effekte verantwortlich sind (Barchiesi et al., 2002; Zacharia et al., 
2003). Einer der Hauptmetabolite, „2-Methoxyestradiol“ (2-ME), induziert Effekte auf 
rac-1-Expression und Zellzyklusprogression, die identisch mit denen von Estradiol 
selber sind. Das zeigt, dass die Beeinflussung der rac-1-Expression/der PDGF-
Signaltransduktion durch Estradiol zumindest partiell durch seine Metabolite 
vermittelt wird (Kappert et al., 2006).  
Der Phänotyp vaskulärer Zellen unterliegt einer für die Atherosklerose 
charakteristischen Reorganisation der Komposition vaskulärer extrazellulärer Matrix 
und ist daher phänotypischen, zellulären Veränderungen häufig vorgeschaltet. Es ist  
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in diesem Zusammenhang von besonderem Interesse, dass Atherosklerose und 
Restenose wie einleitend beschrieben durch massive Veränderungen in Menge und 
Verteilung von HA charakterisiert sind. Mit Hinblick auf den atherosklerotischen 
Kontext und das Remodelling extrazellulärer Matrix konnte in früheren 
Untersuchungen gezeigt werden, dass sowohl die Expression von HAS1 (van den 
Boom et al., 2006) als auch von HAS2 (Meyer-Kirchrath et al., 2004; Sussmann et 
al., 2004) durch vasodilatorische Prostaglandine induziert wird. Ob die durch die 
verschiedenen Isoformen synthetisierte Hyaluronsäure auch unterschiedliche Effekte 
auf glatte Gefäßmuskelzellen und die Progression der Atherosklerose hat, wurde 
durch selektive Inhibition der Expression durch siRNA evaluiert. Nach 
Herabregulation der HAS2-Expression durch siRNA zeigten humane, glatte 
Gefäßmuskelzellen eine Inhibtion der G1/S-Progression und Zellproliferation (van 
den Boom et al., 2006). Zusätzlich war die Migration beeinträchtigt (Sussmann et al., 
2004). HAS2 könnte also die HAS-Isoform sein, die für die Ausbildung HA-reicher 
perizellulärer Matrizes verantwortlich ist, die wiederum für die Migration und 
Proliferation glatter Gefäßmuskelzellen von Nöten sind. Eine 
glattmuskelzellspezifische HAS2-Überexpression in ApoE-/--Mäusen beschleunigte 
dementsprechend die Atherosklerose und erhöhte darüber hinaus die Steifheit der 
arteriellen Gefäßwand (Chai et al., 2005). Es ist aber nur wenig über den Einfluss 
von Estrogenen auf die extrazelluläre Matrix bekannt. Daher wurde untersucht, ob in 
vitro durch Estradiol spezifische Veränderungen in der Expression der 
Matrixkomponente Hyaluronsäure bei VSMC induziert werden können und ob diese 
in die antiproliferativen Effekte von Estradiol involviert sein könnten. Um Effekte von 
Estradiol auf die HA-Synthese und die Expression der die Hyaluronsäure 
synthetisierenden Enzyme (HAS1, 2 und 3) in einem „atherosklerotischen Kontext“ in 
vitro zu untersuchen, wurden glatte Gefäßmuskelzellen mit PDGF-BB alleine oder in 
Kombination mit Estradiol stimuliert. Es konnte gezeigt werden, dass die Sekretion 
von Hyaluronsäure in das Medium durch E2 stark reduziert war. Einhergehend damit 
wurde sowohl die mRNA-Expression von HAS1 als auch von HAS2 durch Estradiol 
signifikant reduziert. Die Expression von HAS3 war ebenso wenig beeinflusst, wie die 
der HA-Rezeptoren CD44 und RHAMM und des Hyaladherins Versican. Das 
Elutionsprofil einer Gelchromatographie zeigte, dass sich das Molekulargewicht der 
Hyaluronsäure durch 100 nM E2 in den Bereich niedermolekularerer 
Größenordungen verschob. Zur Analyse eventueller durch E2 induzierter  
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Veränderungen in der Morphologie der Zellen, einschließlich der perizellulären 
Struktur der HA-Matrix, wurden mit PDGF-BB alleine oder in Kombination mit 
Estradiol stimulierte glatte Gefäßmuskelzellen immunzytochemisch für HA und 
Zellkerne gefärbt. In allen Zellen konnten lange sich von den Zellkörpern ausgehend 
in den perizellulären Raum erstreckende HA-Kabel identifiziert werden. HA-Kabel 
werden prinzipiell als perizelluläre Strukturen diskutiert, die in die Retention von 
Makrophagen involviert sind und über die Rekrutierung von Leukozyten an 
inflammatorischen Prozessen beteiligt sein könnten (de la Motte et al., 2003). Unter 
dem Einfluss von E2 zeigten sich aber keine Unterschiede in Quantität und Qualität 
der HA-Kabel, so dass durch E2 keine Änderungen in der perizellulären HA-Matrix 
induziert werden. 
Die durch Estradiol induzierte Abnahme der HA-Sekretion und -Synthese von VSMC 
steht in Einklang mit einer Studie von Gopala et al., die eine stark reduzierte HA-
Menge im Knochen ovariektomierter Ratten, die mit Estradiol substituiert wurden, 
zeigen konnten (Gopala Krishnan et al., 2003). In Hinblick auf kardiovaskuläre 
Fragestellungen, wurde gezeigt, dass die Zusammensetzung von 
Glykosaminoglykanen in der Intima-Media thorakaler Aorten von mit Estrogenen 
gefütterten Kaninchen durch eine ausgeprägte Reduktion des HA-Gehalts 
charakterisiert war (Aikawa et al., 1984). Im Gegensatz dazu wurde die HA-Synthese 
in Zervixfibroblasten durch 17-β-Estradiol stimuliert, war aber in Hautfibroblasten in 
vitro nicht verändert (Tanaka et al., 1997). In vivo jedoch zeigten Uzuka et al. nach 
Substitution von Estrogenen eine Stimulation der HA-Synthese in der Haut von 
Mäusen (Uzuka et al., 1981). Diese divergierenden Daten machen deutlich, dass 
estradiolabhängige Effekte auf die HA-Synthese stark von Zelltyp, experimentellen 
Bedingungen und physiologischem/pathologischem Kontext abhängig sind.  
 
5.2.2 Estrogenrezeptorabhängigkeit und in silico Analyse  
Um aber die Regulation der transkriptionellen Inhibition von HAS1 und HAS2 durch 
E2 weitergehend zu analysieren, wurden in silico Analysen einer putativen 
Promotorregion 1000bp oberhalb des Transkriptionsstarts beider Gene durchgeführt. 
In jeder der Promotoregionen der beiden Gene wurden Bindungsstellen für die 
Transkriptionsfaktoren NFĸB und CREB identifiziert. Beides sind bekannte 
Transkriptionsfaktoren am Ende des ERK/MAPK-Signaltransduktionswegs.  
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Interessanterweise zeigte die in silico-Analyse darüber hinaus 4 estrogenresponsive 
Elemente (ERE) in der Promotorregion des HAS1-Gens während kein ERE in der 
HAS2-Promotorregion detektiert wurde. Das Vorhandensein der ERE ist Evidenz 
dafür, dass es sich bei der durch E2 beeinflussten Regulation der HAS1-mRNA-
Expression um einen genomischen Mechanismus handeln könnte, bei dem 
Estrogen/Estrogenrezeptorkomplexe an die in silico detektierten ERE binden und so 
die Transkription direkt beeinflussen könnten. Prinzipiell kann von dem 
Vorhandensein von estrogenresponsiven Elementen nicht auf eine induzierende oder 
inhibierende Regulation der Transkription geschlossen werden: Die durch 
Estrogen/Estrogenrezeptor-Komplexe vermittelten Effekten auf die Transkription 
bestimmter Zielgene gehen – ähnlich wie bei der Regulation der Transkription durch 
Bindung von Glukorkortikoid/Glukokortikoidrezeptor-Komplexen an 
glukokortikoidresponsive Elemente – mit der Rekrutierung einer Vielzahl von 
Koaktivatoren (Induktion der Transkription) oder Korepressoren (Inhibition der 
Transkription) einher und können die Transkritption so in die eine oder die andere 
Richtung beeinflussen. In den hier beschriebenen Experimenten könnte aufgrund der 
Reduktion der mRNA Expression von HAS1 ein inhibitorischer Komplex mit 
Korepressoren an der Regulation der HAS1 mRNA Expression beteiligt sein. 
Außerdem könnte das Vorhandensein der estrogenresponsiven Elemente in der 
Promotorregion des HAS1-Gens eine Erklärung dafür sein, dass die Reduktion der 
mRNA-Expression von HAS1 deutlicher ausfällt als die Reduktion der HAS2-mRNA-
Expression.  
Die durch Estradiol reduzierte Expression von HAS1 wurde durch Antagonisierung 
der Estrogenrezeptoren mit dem Estrogenrezeptor α- und β-Antagonisten ICI182780 
blockiert. Aber auch die Reduktion der HAS2-mRNA-Expression wurde durch 
Antagonisierung der Estrogenrezeptoren aufgehoben. Dieses Ergebnis zeigt, dass 
die reduzierte HAS1- und HAS2-mRNA-Expression estrogenrezeptorabhängig ist. 
 
5.2.3 Lentivirale Überexpression von HAS1 und HAS2 
Um zu analysieren, ob die durch Estradiol reduzierte Expression von HAS1 und 
HAS2 auch tatsächlich in die estradiolvermittelte Inhibition der durch PDGF-BB 
induzierten Proliferation von humanen, glatten Gefäßmuskelzellen involviert ist, 
wurden beide HAS-Isoformen (sowohl HAS1 als auch HAS2) mittels lentiviraler 
Vektoren überexprimiert und die Zellen nachfolgend mit PDGF-BB alleine oder in  
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Kombination mit Estradiol stimuliert. Die Experimente wurden dabei so durchgeführt, 
dass die Überexpression jeder der beiden Isoformen, HAS1 und HAS2, zu einem 
Anstieg der Hyaluronsäure-Sekretion in das Medium führte, die im gleichen 
Konzentrationsbereich lag, um so Rückschlüsse auf die Rolle der jeweiligen Isoform 
ziehen zu können. Die durch Estradiol induzierte Inhibition der Proliferation wurde 
durch Überexpression der HAS1- und HAS2-Isoenzyme aufgehoben. Diese Daten 
unterstützen die Schlussfolgerung, dass die Reduktion der HAS1- und HAS2-mRNA-
Expression in die estradiolvermittelte Inhibition der Proliferation glatter 
Gefäßmuskelzellen involviert ist. Mechanistisch kann dies über eine Regulation der 
MAP-Kinase-Kaskade erklärt werden, weil sowohl die Überexpression von HAS1 als 
auch die Überexpression von HAS2 die durch Estradiol vermittelte Hemmung der 
ERK-Phosphorylierung aufhoben. 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
Diese in vitro-Experimente führen zum ersten Mal Evidenzen für einen neuen 
molekularen Aspekt der antiproliferativen Wirkungen von E2 an, der die  
Abb. 5-2: Schematische Darstellung der Wirkung von Estradiol auf das HA-System von VSMC in vitro. 
Estradiol reduzierte estrogenrezeptroabhängig die mRNA-Expression von HAS1 und HAS2. Dies führte zu einer 
reduzierten HA-Sekretion. Diese durch Estradiol vermittelten Effekte auf das HA-System könnten in die reduzierte 
Proliferation der VSMC in Antwort auf E2 involviert sein. Die reduzierte HA-Sekretion sowie die damit 
einhergehende Inhibition der Proliferation von VSMC könnten zu antiatherosklerotischen Wirkungen von Estradiol 
in prämenopausalen Frauen beitragen. 
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Zusammensetzung der extrazellulären Matrix und deren Signaltransduktion  
betrifft: Die durch HAS1 und HAS2 induzierte Hyaluronsäuresynthese wurde als 
neue Zielstruktur estradiolvermittelter Effekte in VSMC identifiziert. Es kann 
spekuliert werden, dass die durch Estradiol vermittelte Abnahme der HAS1 und 
HAS2 in prämenopausalen oder postmenopausalen Frauen, die sofort bei Erreichen 
der Menopause mit Hormonen substituiert werden, zu antiatherosklerotischen E2-
Effekten beiträgt, weil so (a) der proproliferative Phänotyp humaner, glatter 
Gefäßmuskelzellen inhibiert wird und (b) keine hoch hydratisierte Matrix mehr 
gebildet wird, die durch Volumenexpansion von atherosklerotischen Läsionen zu 
einer zunehmenden luminalen Verengung arterieller Gefäße führen könnte. 
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Eine postmenopausale Hormon-Ersatztherapie (HRT) mit Estrogenen alleine oder in 
Kombination mit Gestagenen wurde lange Zeit eingesetzt, um typische 
Wechseljahresbeschwerden wie z.B. Hitzewallungen zu bessern. Außerdem wurde 
sie bei postmenopausaler Osteoporose zum Erhalt der Knochendichte eingesetzt. 
Gleichzeitig ging man davon aus, dass die aus den genannten Indikationen 
behandelten Frauen ein geringeres kardiovaskuläres Risiko im Vergleich zu nicht mit 
Estrogen/Gestagen behandelten Frauen aufweisen würden. Ende 2002 ist dieses 
Konzept jedoch in Frage gestellt worden, weil zu jenem Zeitpunkt mit der „World 
Health Initiative“-Studie eine der größten randomisierten, plazebokontrollierten 
Studien zu diesem Thema abgebrochen werden musste. Die erhofften positiven, 
kardiovaskulären Effekte der HRT konnten nicht verifiziert werden. Im Gegenteil, in 
der Gruppe der Frauen, die eine HRT erhielten, zeigte sich sogar eine erhöhte 
Inzidenz für Schlaganfall und Myokardinfarkt. Daher sind neue tierexperimentelle 
Untersuchungen und Modelle erforderlich, um die molekularen Mechanismen, über 
die Estrogene und Gestagene die Pathophysiologie der Atherosklerose und 
nachfolgend das Risiko für kardiovaskuläre Komplikationen modulieren, zu 
analysieren.  
 
Ziel der Doktorarbeit war es, erstmals ein Mausmodell zu etablieren, mit dem die in 
der Humanmedizin beobachteten negativen Effekte einer HRT nachgestellt werden 
können.  
Diese Zielvorstellung wurde durch bilaterale Ovariektomie (OVX) von Apolipoprotein 
E (ApoE)-defizienten Mäusen und nachfolgende Hormonsubstitution mit Plazebo und 
17-β-Estradiol (E2, 1.1 µg/Tag) erreicht: Die Besonderheit dieses Modells liegt – im 
Vergleich zu allen bislang verwendeten Tiermodellen zur Untersuchung der Effekte 
von E2 auf das Herzkreislaufsystem – in der Kombination aus einem langen 
Applikationszeitraum von 90 Tagen, der Fütterung einer stark atherogenen Diät und 
der Substitution von E2 in physiologischen Dosierungen.  
Das Ausmaß der Atherosklerose in Gesamtaorten-en-face-Präparationen, sowie die 
Plaqueflächen im Aortenursprung waren bei Tieren, die nach OVX mit 1,1 µg E2/Tag 
substituiert worden sind, signifikant erhöht. Gestützt wurde dieser pro-
atherosklerotische Effekt von E2 durch die beobachtete reduzierte Atherosklerose 
nach OVX im Vergleich mit nicht ovariektomierten Kontrolltieren. Der pro-
atherosklerotische Effekt physiologischer E2-Spiegel könnte mechanistisch in  
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Zusammenhang mit einer verschlechterten Endothelfunktion stehen, da die Analyse 
der Vasorelaxation thorakaler Aortenringe in Organbadversuchen bei OVX-Tieren 
eine signifikant verbesserte Acetylcholin (ACh)-induzierte Relaxation zeigte, die 
durch E2-Substitution wieder verschlechtert wurde. Die Thromboseneigung wurde in 
dem Modell weder durch OVX noch durch E2 beeinflusst. 
Das etablierte Mausmodell wurde anschließend verwendet, um die Effekte einer 
Substitution eines Gestagens alleine oder in Kombination mit E2 hinsichtlich ihrer 
Effekte auf die Atherothrombose zu untersuchen. 
In Anlehung an die WHI-Studie wurde als Gestagenkomponente 
Medroxyprogesteronacetat, MPA, (27,7 µg/Tag) gewählt und nach OVX alleine oder 
in Kombination mit 1,1 µg E2/Tag substituiert. In Mäusen, die mit MPA alleine oder 
der Kombination aus E2 und MPA behandelt wurden, zeigte sich im Modell der 
photochemisch induzierten Thrombose ein erhöhtes thrombotisches Potential. Der 
prothrombotische Effekt von MPA liegt vermutlich an einer gesteigerten maximalen 
Thrombingenerierung, der der Kombination aus Estradiol und MPA vermutlich an 
einem Remodelling atherosklerotischer Plaques: Kombiniert substituierte Tiere 
zeigten eine massive Hyaluronsäureakkumulation sowie eine starke Reduktion des 
Gehalts glatter Muskelzellen in der fibrotischen Kappe der atherosklerotischen 
Plaques.  
 
Darüber hinaus wurde gezeigt, dass der Gehalt glatter Muskelzellen durch OVX 
gesteigert und durch E2-Substitution wieder partiell reduziert wurde. Das 
migratorische und proliferative Verhalten von glatten Gefäßmuskelzellen hängt u.a. 
von der Extrazellulärmatrix ab, einem für die Pathogenese und die klinische 
Symptomatik der Atherosklerose essentiellen Faktor. Das Matrixmolekül 
„Hyaluronsäure“ wird durch atherogene Mitogene wie PDGF-BB induziert und trägt 
über die Ausbildung hyaluronsäurereicher Matrizes zum proproliferativen und 
promigratorischen Phänotyp glatter Muskelzellen bei. In in vitro Versuchen an 
humanen, glatten Gefäßmuskelzellen konnte gezeigt werden, dass Estradiol die 
Synthese von Hyaluronsäure durch Hemmung der mRNA Expression von HAS1 
hemmt. Da in silico mehrere estrogenresponsive Elemente (ERE) in der 
Promotorregion des HAS1-Gens gefunden wurden, stellt HAS1 sehr wahrscheinlich 
ein direkt transkriptionell von E2 reguliertes Gen dar. In der Folge konnte durch 
lentivirale Überexpression von HAS1 gezeigt werden, dass HAS1 essentiell für die  
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ERK-Phosphorylierung und die Proliferation von humanen glatten 
Gefäßmuskelzellen ist. Falls die estrogenvermittelte Hemmung der 
Hyaluronsäuresynthese auch in vivo zum Tragen kommt, ist sie wahrscheinlich den 
atheroprotektiven Effekten des Estradiols zuzuordnen, die bei Frauen vor der 
Menopause und vor der Entwicklung einer starken Atherosklerose vermutet werden. 
In dem hier etablierten Tiermodel war keine Inhibition der 
Hyaluronsäureakkumulation in den atherosklerotischen Plaques nachzuweisen.  
 
In der vorliegenden Arbeit wurde ein Mausmodell etabliert, das zum ersten Mal 
erlaubt, pro-atherosklerotische Effekte von physiologischen Estradioldosierungen 
darzustellen und das darüber hinaus insbesondere geeignet erscheint, anti-
atherosklerotische Effekte des MPA von seinen pro-thrombotischen Effekten 
abzugrenzen und mechanistisch zu untersuchen. Außerdem steht ein Modell zur 
Verfügung, an dem das thrombotische Potential anderer Gestagene mit von MPA 
verschiedenen Rezeptorpartialwirkungen evaluiert werden kann.  
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8.1 Appendix 1 
 
Öl-Rot-O-Stammlösung (0,5 %) 
0,4 g Öl-Rot-O (ad 80 ml MeOH) 
 
Öl-Rot-O-Färbelösung 
10 ml 1 M NaOH 
35 ml Öl-Rot-O-Stammlösung 
 
Picro-Sirius-Rot-Lösung 
0,1 g Direct Red 80 
ad 100 ml gesättigte Pikrinsäure 
 
Celestinblau-Lösung 
2,5 g Ammonium-EisenIII-sulfat über Nacht in 50 ml aqua dest. lösen 
0,25 g Celestinblau zugeben, 30 min kochen und filtrieren 
7 ml Glycerin zugeben 
 
Krebs-Hepes-Puffer 
NaCl 99 mM, KCl 4,69 mM, CaCl2 1,87 mM, MgSO4 1,2 mM, NaHCO3 25,0 mM, 
K2HPO4 1,03 mM, Na-Hepes 20 mM, Glucose 11,1 mM, pH 7,4 
 
Krebs-Henseleit-Puffer (modifiziert): 
Ionenzusammensetzung: 
Natrium   145,85 mM    Chlorid    127,14 mM 
Kalium        5,87 mM   Hydrogencarbonat     25,00 mM 
Calcium        1,60 mM    Dihydrogenphosphat    1,18 mM 
Magnesium        1,18 mM    Sulfat       1,18 mM 
 
Glucose 5,50 mM 
 
Der Puffer wird auf einen pH-Wert von 7,05 eingestellt. Durch die Carbogenbegasung während des 
Organbadversuchs erhält der Puffer einen physiologischen pH-Wert von 7,4. 
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10x PBS 
2 g KCl, 2 g KH2PO4, 80 g NaCl, 11,5 g Na2HPO4 (ad 1 l, pH 7,4), für den Gebrauch 
1:10 mit dH2O verdünnen 
 
10x TBS 
24,2 g Tris, 80 g NaCl (ad 1 l, pH 7,6), für den Gebrauch 1:10 mit dH2O verdünnen 
 
1x TBST 
1x TBS, 0,1 % Tween20 
 
Zelllysis-Puffer 
50 mM NaCl, 120 mM Tris (pH 6,8), 2 % SDS, 10 % Glyzerin 
 
Auftragspuffer-Puffer (4x) 
150 mM Tris, 30 % Glyzerin, 2 % SDS, frisch 7 % β-Mercaptoehtanol (Sigma, 
Steinheim) 
 
Laufpuffer (10x) 
144 g Glycin, 30 g Tris  
ad 1 l 
 
Laufpuffer (1x) 
100 ml 10x Laufpuffer 
  10 ml 10 %-ige SDS-Lösung 
ad 1 l 
 
Transferpuffer 
70 ml H2O 
20 ml Methanol (Merck, Darmstadt) 
10 ml 10x Laufpuffer 
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8.2 Appendix 2 
 
pCL1 Leervektor 
 
 
 
 
 
 
 
pCL1 wurde als Transferplasmid gewählt und zugleich als Leervektor verwendet, der 
durch seine EGFP-Expression charakterisiert ist. Die „multiple cloning site“ (mcs) im 
pCL1 wurde mit XhoI und EcoRI restriktionsverdaut. Die cDNA der humanen HAS1 
und HAS2 wurde durch RT-PCR aus Gesamt-RNA humaner glatter 
Gefäßmuskelzellen generiert und schließlich in die mcs des pCl1-Vektors kloniert. 
Die Expression des HAS1- und HAS2-Gens wurde durch den CMV-Promotor 
kontrolliert.
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8.3 Appendix 3 
 
Spezifische Primer für die humanen Hyaluronsäuresynthasen wurden in Anlehnung 
an die bekannten Sequenzen HAS1 (NM_001523.1), HAS2 (NM_005328.1) und 
HAS3 (NM_005329.2) wie folgt generiert:  
 
HAS1-F: 5′-TACAACCAGAAGTTCCTGGG-3′,  
HAS1-R: 5′-CTGGAGGTGTACTTGGTAGC-3′; 
HAS2-F: 5′-GTGGATTATGTACAGGTTTGTGA-3′,  
HAS2-R:  5′-TCCAACCATGGGATCTTCTT-3′;  
HAS3-F: 5′-GAGATGTCCAGATCCTCAACAA-3′,  
HAS3-R: 5′-CCCACTAATACACTGCACAC-3′; 
 
GAPDH-F: 5′-GTGAAGGTCGGAGTCAACG-3′,  
GAPDH-R: 5`-TGAGGTCAATGAAGGGGTC-3′ 
 
Zur Quantifizierung der Hyal1 und Hyal2 mRNA Expression wurden folgende 
Primerpaare verwendet: 
 
Hyal1-F: 5`-CCAAGGAATCATGTCAGGCCATCAA-3`,  
Hyal1-R: 5`-CCCACTGGTCACGTTCAGG-3`;  
Hyal2-F:  5`-GGCTTAGTGAGATGGACCTC-3`,  
Hyal2-R:  5`-CCGTGTCAGGTAATCTTTGAG-3`  
 
Die relative mRNA Expression wurde mit GAPDH als “house keeping” Gen und mit 
der 2[-ΔΔC(T)]-Methode bestimmt.  
 
 
Für die Generierung der lentiviralen Überexpressionsvektoren wurde die pCL1mcs 
mit den Restriktionsenzymen XhoI und EcoRI restringiert. Die cDNA der humanen 
HAS1 und HAS2 wurde mittels RT-PCR aus Gesamt-RNA humaner glatter 
Gefäßmuskelzellen mit den folgenden Primerpaaren generiert:  
 
XhoI-HAS1-F:  5`-CTCGAGATGAGACAGCAGGACGCGCCC-3`,  
EcoRI-HAS1-R: 5`-GAATTCTCACACCTGGACGCGGTAGCC-3`; 
XhoI-HAS2-F:   5`-CTCGAGATGCATTGTGAGAGGTTTCT-3`,  
EcoRI-HAS2-R: 5`-GAATTCTCATACATCAAGCACCATGT-3` 
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Differential effects of medroxyprogesterone acetate
on thrombosis and atherosclerosis in micebph_470 1951..1960
Till Freudenberger1, Marc Oppermann2, Andrea Marzoll3, Hans-Karl Heim3, Peter Mayer3,
Georg Kojda2, Artur A. Weber1, Karsten Schrör2 and Jens W. Fischer1
1Institut für Pharmakologie, Universitätsklinikum Essen, Universität Duisburg-Essen, Essen, 2Institut für Pharmakologie und
Klinische Pharmakologie, Universitätsklinikum Düsseldorf, Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf, Düsseldorf, Germany, and
3Bundesinstitut für Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM), Bonn, Germany
Background and purpose: The risk for cardiovascular events including venous and arterial disease and stroke is elevated after
treatment with estrogen and medroxyprogesterone acetate (MPA) in postmenopausal women. Here, we have investigated the
effect of MPA on arterial thrombosis and atherosclerosis in a murine model of atherosclerosis.
Experimental approach: Apolipoprotein E (ApoE)-/- mice were bilaterally ovariectomized and treated with placebo, MPA
(27.7 mg·day-1) and MPA + 17-b-oestradiol (E2; 1.1 mg·day-1) for 90 days, on a Western-type diet. Thrombotic response
was measured in a photothrombosis model, platelet activation by fluorescence activated cell sorting (FACS) analysis (CD62P)
and thrombin generation by the endogenous thrombin potential (ETP). Furthermore, aortic plaque burden and aortic root
plaque composition were determined.
Key results: MPA and MPA + E2-treated animals showed an aggravated thrombotic response shown by significantly reduced
time to stable occlusion. The pro-thrombotic effect of MPA was paralleled by increased ETP whereas platelet activation was not
affected. Furthermore, MPA + E2 reduced the number of cells positive for a-smooth muscle actin and increased hyaluronan in
the plaque matrix. Interestingly, total plaque burden was reduced by MPA but unchanged by MPA + E2.
Conclusion and implications: Long-term treatment with MPA and MPA + E2 increased arterial thrombosis despite inhibitory
effects of MPA on atherosclerosis in ApoE-deficient mice. Increased thrombin formation, reduced smooth muscle content and
remodelling of non-collagenous plaque matrix may be involved in the pro-thrombotic effects. Thus, MPA exhibits differential
effects on arterial thrombosis and on atherosclerosis.
British Journal of Pharmacology (2009) 158, 1951–1960; doi:10.1111/j.1476-5381.2009.00470.x; published online 26
November 2009
Keywords: progestins; hyaluronan; atherosclerosis; thrombosis; hormone replacement therapy
Abbreviations: BSA, bovine serum albumin; CEE, conjugated equine estrogens; CHD, coronary heart disease; E2, 17-b-
oestradiol; ECM, extracelluar matrix; ETP, endogenous thrombin potential; FITC, fluorescein-isothiocyanate;
HA, hyaluronan; HAbP, hyaluronan binding protein; HRT, hormone replacement therapy; MPA, medroxy-
progesterone acetate; OVX, ovariectomized; PBS, phosphate-buffered saline; PE, phycoerythrin; PPP, platelet-
poor plasma; PRP, platelet-rich plasma; SMC, smooth muscle cells; SNAP, S-nitroso-N-acetyl-D,
L-penicillamine; WHI, World Health Initiative
Introduction
Hormone replacement therapy (HRT) was expected to prevent
cardiovascular events in postmenopausal women. This
assumption was based on several epidemiological and obser-
vational studies suggesting that postmenopausal oestrogen
therapy would reduce mortality from coronary heart disease
(CHD) (Stampfer et al., 1985; Grodstein et al., 2000). Further-
more, animal studies in monkeys and mice also suggested
anti-atherosclerotic effects of oestrogen substitution (Adams
et al., 1990; Bourassa et al., 1996). However, recently large
prospective randomized clinical trials questioned this concept
and revealed increased thromboembolic event rates, includ-
ing stroke (Rossouw et al., 2002; Manson et al., 2003;
Wassertheil-Smoller et al., 2003; Cushman et al., 2004). There-
fore, the concept that oestrogens are generally protective
against CHD in women was abandoned and long-term HRT is
no longer recommended (Rossouw et al., 2002). However, it is
considered that oestrogens might protect from atherosclerosis
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only in young women if initiated early after menopause,
whereas treatment of women with advanced atherosclerosis,
years or decades after menopause might lead to worsening of
clinical outcomes (‘window of opportunity’) (Dubey et al.,
2005; Rossouw et al., 2007).
A trend towards inhibition of CHD was observed in the arm
of the Women’s Health Initiative (WHI) trial with conjugated
equine oestrogens (CEEs) alone (Anderson et al., 2004). In
contrast in the arm receiving CEE plus medroxyprogesterone
acetate (MPA) a trend towards increased CHD was recorded,
which might be an indication of an effect of MPA on cardio-
vascular disease and perhaps atherothrombosis (Rossouw
et al., 2002). Comprehending the role of progestin therapy is,
however, complicated by the fact that many progestin deriva-
tives have been developed that differ with respect to the
concomitant activation or antagonism of other steroid recep-
tors. MPA activates glucocorticoid receptors, which could
mimic part of the anti-atherosclerotic effects of glucocorti-
coids (Asai et al., 1993), and has, on the other hand, also
anti-androgenic activity, which might diminish protective
oestrogen effects. In monkeys, MPA interferes with anti-
atherosclerotic oestrogen effects whereas progesterone does
not (Adams et al., 1990; Adams et al., 1997). Furthermore, the
effect on endothelial cells is variable between the progestins;
for instance, progesterone increases endothelial nitric oxide
(NO) release whereas MPA does not, a finding attributed to
differences in the downstream signalling in endothelial cells
(Simoncini et al., 2004).
MPA is currently used in addition to HRT also in premeno-
pausal women as a contraceptive and to treat various gynae-
cological conditions such as endometriosis, polycystic
ovarian syndrome and irregular uterine bleeding (Cullins,
1996). Further research on the effects of MPA on atherothrom-
bosis in animal models will contribute to a better understand-
ing of its effects on CHD and the underlying mechanisms of
this frequently used progestin. Therefore, the aim of the
present study was to evaluate the effect of MPA alone or in
combination with oestradiol on arterial thrombosis and
atherosclerosis in apolipoprotein E (ApoE)-deficient mice.
Methods
Animals
All animal care and experimental procedures complied with
the guidelines for the use of experimental animals as outlined
in the ‘Deutsches Tierschutzgesetz’ and according to the
‘Guide for the Care and Use of Laboratory Animals’ (NIH
publication 85–23, revised 1985). Homozygous ApoE-
deficient mice (strain: Maeda) were obtained from Taconic
M&B (Ejby, Denmark). Mice were kept in a 12 h light/dark
cycle with access to food and water ad libitum. At weaning
(age 28 days) mice were bilaterally ovariectomized (OVX).
Anaesthesia was performed using a mixture of ketamine
(100 mg·kg-1) and xylazine (5 mg·kg-1). Mice were randomly
assigned to three treatment groups, namely, placebo, MPA
and MPA + 17-b-oestradiol (E2). At 42 days of age, placebo
pellets or slow-release hormone pellets (Innovative Research
of America), prepared to dispense 27.7 mg·day-1 MPA or
1.1 mg·day-1 E2 for 90 days, were implanted subcutaneously.
The dose of oestrogen used in our study was based on earlier
studies by Elhage et al. (1997) who observed maximal inhibi-
tion of fatty streak formation with E2 at doses between
0.83 mg·day-1 and 1.6 mg·day-1. The dose of MPA used in our
study was based on earlier studies by Shultz et al. (2004) and
Hanke et al. (1996) who used progestin doses equalling a
progestin/oestrogen ratio between 10:1 and 100:1. The treat-
ment period was based on earlier studies performed by
Bourassa et al., (1996) and Marsh et al. (1999) who described
anti-atherosclerotic actions of E2. Starting at the day of pellet-
implantation mice were fed a Western-type diet containing
21% butter fat and 0.15% cholesterol by weight (Ssniff, Soest,
Germany). Animal weights were determined after 132 days.
The experimental design is summarized in Figure 1A. The
drug/molecular target nomenclature used here follows Alex-
ander et al. (2008).
Determination of aortic plaque burden
Animals were perfusion fixed with 4% paraformaldehyde,
aortas were carefully removed and postfixed with 4%
paraformaldehyde (4°C, overnight). The next day aortas were
transferred into 1¥ phosphate-buffered saline (PBS), freed
from adventitia and subsequently equilibrated in 78% metha-
nol for 5 min. Subsequently, Oil-Red-O staining was per-
formed for 90 min at room temperature and aortas washed in
78% methanol for 10 min afterwards. Finally en face pictures
were taken and the percentage of Oil-Red-O stained area of
total surface area was determined by ImageJ 1.37v software
(National Institutes of Health, Bethesda MD, USA) and
defined as plaque burden. Eighteen to 21 mice were analysed
in each treatment group.
Measurement of lipoprotein profiles
Total cholesterol and triglycerides were determined after
feeding by the department of Clinical Chemistry of the Uni-
versity Clinics Düsseldorf according to standard procedures
(enzymatic colour-reaction kits; Chol and TG, cobas, Roche,
Mannheim, Germany). Ten to 13 mice were analysed in each
treatment group.
Photochemical induction of thrombosis
Thrombosis of the right carotid artery was induced by injection
of Rose Bengal and subsequent irradiation using a green light
laser as previously described (Wilson et al., 2003). Time to first
occlusion was defined as the time when blood-flow first ceased
to zero. Time to stable occlusion was defined as the time at
which blood-flow stayed at zero for10 min. The frequency of
flow recovery was determined in the interval between first and
stable occlusion. Every time when the blood-flow increased to
more than 0.09 mL/min after an intermediate occlusion was
defined as one event of flow-recovery. The sum of these events
was set as frequency of flow recovery. Two out of 10 placebo
mice and one out of nine MPA + E2 animals died before stable
occlusion and were excluded. Finally, 6–7 mice were analysed
in each treatment group.
Analysis of platelet activation and endogenous thrombin
potential
Whole blood was obtained by cardiac puncture of mice anaes-
thetized with a mixture of ketamine (100 mg·kg-1) and
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xylazine (5 mg·kg-1). Sodium citrate (0.02 M, final concentra-
tion) was used as anticoagulant. Platelet-rich plasma (PRP)
was prepared by centrifugation at 850¥ g for 45 s and diluted
1:10 with PBS. The percentage of platelets in PRP was deter-
mined after incubation of 25 mL PRP with 5 mL phycoerythrin
(PE)-conjugated rat anti-mouse anti-CD41 antibody (BD
Pharmingen, Heidelberg, Germany) for 30 min and diluted
with 500 mL isotone for analysis on a Cytomics FC 500
Cytometer (Beckman Coulter, Krefeld, Germany).
PE-conjugated mouse IgG1-PE (Beckman Coulter) was used as
isotypic control. PRP was characterized by 98–99% CD41 posi-
tive particles. Platelet P-selectin (CD62P) expression as read
out for platelet activation was determined by FACS analysis
using CD62P-antibody (FITC-conjugated rat-anti-mouse anti-
CD62P antibody, BD Pharmingen) and the respective FITC-
conjugated isotypic control (mouse IgG1-FITC, Beckman
Coulter) as previously described (Zimmermann et al., 2003).
To detect differences in the magnitude of maximal platelet
activation, PRP was preincubated with convulxin (5 mg/mL,
Alexis, Lörrach, Germany) for 5 min and subsequently CD62P
surface expression was detected as described above. Analysis
was performed using CXP Analysis Software 2.2. Platelet-poor
plasma (PPP) was prepared from the PRP and used for the
measurement of endogenous thrombin potential (ETP) using
a modified thrombinoscope method (Stampfuss et al., 2005).
Briefly, 15 mL PPP, 10 mL platelet membranes, 1 pmol innovin
as tissue factor source (final concentration), 55 mL PBS and
20 mL recalcification buffer [20 mM 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid, pH 7.35, 60 mg/mL bovine
serum albumin (BSA) and 100 mM Ca2+ (final concentration)]
containing the fluorogenic substrate (Z-Gly-Gly-Arg-7-amino-
4-methylcoumarin; Bachem, Weil am Rhein, Germany) were
mixed and thrombin generation was monitored for 60 min
using a Fluoroscan Ascent plate reader (Fluoroskan Ascent,
Thermo Electron Corporation, Vantaa, Finland). Resulting
curves were analysed using Thrombinoscope Analysis 3.0 soft-
ware. For these mechanistic studies on platelet activation and
thrombin generation in response to hormone treatment a
separate group of OVX mice was treated as described earlier
but for only 2 weeks.
Contraction-relaxation experiments
Endothelial function was examined in 5 mm thoracic aortic
ring segments as previously described (Suvorava et al., 2005).
Briefly, mice were killed by CO2, aortas were cautiously
removed and aortic rings prepared. Subsequently aortic rings
were repeatedly depolarised with 80 mM KCl. Aortic rings were
precontracted submaximally with 200 nM phenylephrine
and endothelium-dependent relaxation induced by cumula-
tive addition of acetylcholine (10-9–10-5 M). Endothelium-
independent relaxation to increasing concentrations of the
NO-donor S-nitroso-N-acetyl-D,L-penicillamine (SNAP) (10-10–
10-5 M) was examined after precontraction with increasing
concentrations of phenylephrine (10-9–10-5 M). Two aortic
rings from each animal were measured and the resulting data
averaged. Five to seven mice were analysed in each treatment
group.
Histochemistry and immunohistochemistry
Animals were perfusion fixed with 4% paraformaldehyde,
tissues were excised and post-fixed with 4% paraformaldehyde
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(4 h) and transferred to 20% sucrose (overnight) before embed-
ding at -40°C in Tissue Tek® medium according to routine
procedures. Aortic root sections (14 mm) were fixed in ice-cold
acetone for smooth muscle a-actin (a-SM-actin staining), in
96% ethanol for hyaluronic acid (HA) and Mac2 double stain-
ing or in 10% formalin for Oil-Red-O staining, for 15 min at
4°C. Primary antibody against a-SM-actin, (1:50; Abcam, Cam-
bridge, UK) was used and a-SM-actin was detected by a sheep
anti-rabbit Cy3 conjugate (1:200, Sigma, Steinheim,
Germany). The accumulation of HA and the retention of
macrophages in aortic root plaques was analysed by HA/Mac2
double-staining. Slides were incubated with biotinylated
hyaluronic acid-binding protein (HAbP; 2 mg·mL-1; Seikagaku,
Tokyo, Japan) at 4°C overnight. After three washes with PBS
sections were incubated with streptavidin-FITC (1:200, Dako,
Glostrup, Denmark). Subsequently, retention of macrophages
was analysed by staining macrophage-antigen Mac2 with a
rat-anti-mouse Mac2 first antibody and a rhodamineX-
coupled goat-anti-rat IgG as secondary antibody on the same
sections. Nuclear staining was performed by using ProLong®
Gold antifade reagent with 4′,6-diamidino-2-phenylindole
(Invitrogen, Eugene, OR, USA). The extent of lipid deposition
in aortic root plaques was evaluated by Oil-Red-O staining. 5–9
mice were analysed in each treatment group.
Image analysis
Images of all stained samples were captured at 40x magnifi-
cation using a BX-50 microscope (Olympus, Hamburg,
Germany) and ColorView II camera (Soft Imaging System)
and AnalySIS 3.2 software (Soft Imaging System, Münster,
Germany). For the quantification of a-SM actin, macroph-
ages, hyaluronan and lipid deposits, ImageJ 1.37v software
(National Institutes of Health) was used. A colour deconvolu-
tion tool was applied to 8 bit converted images to filter out
the positively stained areas. Choice of threshold values and
quantification of threshold-marked areas were performed as
previously described (Dai et al., 2007). Areas of plaque depo-
sition in the aortic root were identified morphologically and
measurements were only performed there. Measurements
from at least five sections were averaged.
Statistical analysis
Data are presented as mean  standard error of the mean of
the number of (n) mice. Statistical significance among the
concentration-response curves was analysed by two-way
analysis of variance and one-way analysis of variance was
used for plaque score, quantitative image analysis, thrombo-
sis, CD62P-expression analysis and ETPs. Frequency of flow
recovery was analysed using the Kruskal–Wallis test. P values
< 0.05 were considered as statistically significant.
Results
Arterial thrombosis
The experimental design is depicted in Figure 1A. OVX caused
significant uterine atrophy, demonstrating that the procedure
was effective (data not shown). Total plasma cholesterol and
triglyceride levels (Table 1) were not affected by either form of
hormone treatment. However, the combined treatment with
MPA and E2 significantly decreased body weight of mice com-
pared with placebo, whereas animals treated with MPA alone
showed no effects on body weight (Table 1). After photo-
chemical induction of thrombus formation, the time to stable
occlusion of the right carotid artery was determined.
Figure 1B shows a representative chart of the decrease of
blood-flow after photochemical injury. MPA significantly
shortened times to occlusion of the right carotid artery
(Figure 1C) suggesting an aggravated thrombotic response. In
addition MPA caused a trend towards reduced frequency of
flow-recovery (Figure 1D) as compared with placebo-treated
animals suggesting increased stability of newly formed plate-
let aggregates or increased adhesion of the thrombus to the
vessel wall. Both parameters, time to occlusion and frequency
of flow recovery were also affected by MPA + E2 (Figure 1C,D).
Platelet activity and endogenous thrombin potential (ETP)
To address the mechanisms that might be responsible for the
pro-thrombotic effect of MPA and MPA + E2, platelet activa-
tion and thrombin generation were determined. FACS analy-
sis of CD62P revealed no differences in the basal expression
levels on platelets derived from placebo versus MPA and MPA
+ E2 (Figure 2A,B). Activation of platelets with the snake
venom convulxin resulted in a four-fold increase of CD62P
expression and was not affected by MPA. In the group receiv-
ing MPA + E2, the platelet activation in response to convulxin
was even reduced. Taken together the results do not support
increased platelet activation as the reason for the shortened
time to occlusion in the photothrombosis model. However,
thrombin generation was affected by the hormone treatment.
MPA treatment caused a significant increase of the ETP that
reflects the area under the curve of the thrombin generation
time course. In contrast MPA + E2 did not alter the ETP
(Figure 2C,D). Taken together, these experiments suggest that
increased thrombin formation as detected by the ETP mea-
surements may explain partially the aggravated thrombotic
response in the photothrombosis model after MPA treatment.
Aortic plaque burden
Next, the extent of plaque burden was determined in order to
search for the mechanisms that might underlie the increased
thrombotic response in atherosclerotic mice chronically
treated with MPA. Of note, MPA decreased atherosclerotic
plaque burden in the thoracic and abdominal aorta by about
20% (Figure 3A,B). In mice receiving MPA + E2 no effect
Table 1 Body weight, total cholesterol and triglycerides
Body
weights (g)
Total cholesterol
(mg·mL-1)
Triglycerides
(mg·mL-1)
Placebo 35.0  0.5 8.1  0.8 0.9  0.1
MPA 34.2  0.6 8.9  0.8 1.1  0.1
MPA + E2 28.7  0.9* 7.1  0.7 1.0  0.2
Body weight and lipid parameters after feeding were determined at the end of
the experimental period at the age of 132 days, *P < 0.05 versus placebo and
medroxyprogesterone acetate (MPA).
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Figure 2 Platelet activation and endogenous thrombin potential (ETP) (A) Representative plots of ex vivo FACS analysis of CD62P-expression
on platelets in platelet-rich plasma from mice treated with placebo, medroxyprogesterone acetate (MPA; 27.7 mg·day-1ay) and MPA + E2
(1.1 mg·day-1). Left panel: basal CD62P expression; right panel: CD62P expression after stimulation with 5 mg/mL convulxin (B) Quantitative
analysis of CD62P expression. (C) Representative curves for thrombin generation over time (ETP) in mice treated with placebo, MPA and MPA
+ E2. (D) Quantitative analysis of ETP. Data represent means  standard error of the mean; n = 6–7, *P < 0.05 versus placebo, #P < 0.05 versus
MPA.
Figure 3 Plaque burden. (A) Oil-Red-O stained aortas from mice substituted with medroxyprogesterone acetate (MPA; 27.7 mg·day-1) and
MPA + E2 (1.1 mg·day-1). (B) Aortic plaque scores from mice treated with placebo, MPA and MPA + E2. Data represent means  standard error
of the mean; n = 18–21; *P < 0.05 versus placebo.
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on atherosclerosis compared with placebo was detected
(Figure 3A,B). Therefore, effects on atherogenesis are unlikely
to be responsible for the aggravated thrombogenic response
to MPA treatment.
Endothelium-dependent vasorelaxation
Endothelial function was considered as an underlying mecha-
nism affecting both thrombotic responses and atherosclerosis
in MPA treated mice. Thus, endothelium-dependent ACh-
induced vasorelaxation of thoracic aortic rings of the chroni-
cally treated animals was determined in organ bath
experiments and found to be unchanged in rings derived
from both treatment groups, MPA or MPA + E2 (Figure 4A,B),
excluding the possibility that effects on endothelial function
are involved in the pro-thrombotic or anti-atherosclerotic
actions of MPA in this model. To evaluate the endothelium-
independent effects of MPA and MPA + E2 on vasorelaxation
the response to the exogenous NO-donor SNAP was analysed.
Remarkably, thoracic aortic rings from MPA-treated animals
showed a significantly impaired relaxation in response to
SNAP whereas aortic rings from mice receiving combined
treatment did not differ from placebo (Half maximal effective
concentration values SNAP: placebo, 0.34  0.07 mM; MPA,
1.20  0.31 mM; MPA + E2: 0.56  0.08 mM, n = 6–8,
Figure 4C,D).
Plaque composition at the aortic root
In addition the composition of atherosclerotic plaques with
respect to extracellular matrix (ECM), smooth muscle cells
(SMCs) and macrophages was measured. Differentiated SMC in
plaques at the aortic root were detected bya-SM-actin staining.
Interestingly, MPA caused a trend to reduced a-SM-actin
staining that became significant after MPA + E2 treatment
(Figure 5A–C,G). In contrast macrophage content of plaques,
as determined by Mac2 immunostaining, was not affected
(Figure 5D–F,H). Of note, HA content was significantly
elevated after MPA + E2 (Figure 5D–F,I). Lipid deposits in aortic
root plaques (Figure 6A–D), collagen content and collagen
fibril packing as evidenced by picro-sirius red staining and
birefringence analysis were not affected (not shown). These
data on plaque composition clearly indicated remodelling of
the non collagenous ECM, namely, HA, and decreased
amounts of differentiated SMC in response to MPA and
MPA + E2.
Discussion
The main findings of the present work were that, on the one
hand, chronic treatment of ApoE-/- mice with MPA aggravated
the response in an experimental model of arterial thrombosis
and, on the other hand, slightly reduced plaque burden. The
model of photochemically induced thrombosis was chosen,
because it is regarded as the most sensitive in vivo thrombosis
model and one that will detect even subtle changes in the
thrombotic response, with the highest sensitivity and accu-
racy (Westrick et al., 2007). In this model, oxidative damage
to the endothelium is caused by photochemical activation of
Rose Bengal and subsequent adhesion of platelets to the sub-
endothelial matrix and initiation of coagulation (Westrick
et al., 2007). Both MPA and MPA + E2 enhanced the throm-
botic response compared with the placebo-treated animals. In
Figure 4 ACh-dependent vasorelaxation of aortic rings. (A) Concentration-response curves in response to ACh of aortic rings derived from
mice treated with placebo, medroxyprogesterone acetate (MPA; 27.7 mg·day-1) and MPA + E2 (1.1 mg·day-1). (B) Half maximal effective
concentration (EC50) values for ACh-induced vasorelaxation. (C) Concentration-response curves in response to S-nitroso-N-acetyl-D,L-
penicillamine (SNAP) in response to treatment with placebo, MPA and MPA + E2. (D) EC50 values for SNAP. EC50 values for ACh calculated from
concentration-response curves in (A). EC50 values for SNAP calculated from concentration-response curves in (C). Data represent means 
standard error of the mean; n = 5–7, *P < 0.05 for placebo versus MPA, #P < 0.05 for placebo versus MPA + E2.
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Figure 5 Plaque composition. (A–C, G) Aortic root sections stained for a-SM-actin (red) from mice treated with placebo, medroxyprogest-
erone acetate (MPA; 27.7 mg·day-1) and MPA + E2 (1.1 mg·day-1). (D–F, H–I). Aortic root sections stained for hyaluronan and the macrophage
antigen Mac2. (G–I) Data represent area fractions of positively stained antigens as determined by digital image analysis; means  standard
error of the mean; n = 6–10; *P < 0.05 versus placebo.
Figure 6 Lipid content of aortic root plaques. (A–C) Aortic root sections stained for lipid deposits from mice treated with placebo,
medroxyprogesterone acetate (MPA; 27.7 mg·day-1) and MPA + E2 (1.1 mg·day-1). (D) Data represent fractions of positively stained areas as
determined by digital image analysis; means  standard error of the mean; n = 5–9.
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addition, the frequency of flow-recovery was reduced by
MPA and MPA + E2, which suggests that either the platelet
aggregate was more stable or that the adhesion of the platelet
thrombus to the carotid artery wall was stronger in MPA-
treated OVX mice. A potential explanation of how MPA treat-
ment might cause the increased response to photochemical
induced thrombosis would be increased activation of plate-
lets. However, mechanistic experiments revealed that basal
platelet activation was not affected by any treatment and that
the convulxin-induced P-selectin expression (a marker of
platelet activation) was not increased by MPA or MPA + E2.
Thus, platelet activation can be excluded as the underlying
cause of the pro-thrombotic state. This is in line with the
finding that platelet function in postmenopausal women
with CHD is not affected and that ex vivo platelet aggregation
in response to ADP is even inhibited by both oestrogens and
by MPA (Bar et al., 2000). Interestingly, the ETP as a readout
for the extent of thrombin generation after addition of exog-
enous tissue factor was increased in response to MPA, whereas
no effect on the ETP was observed after MPA + E2. Increased
thrombin actions on both platelets and fibrinogen in
response to MPA might therefore contribute to both increased
thrombus formation and thrombus stability. This is in line
with clinical results showing that oestrogens + progestins
decrease anticoagulant factors such as antithrombin III and
protein C (Scarabin et al., 1997; Hoibraaten et al., 2000;
Sumino et al., 2005), and increase haemostatic factors in some
studies (Scarabin et al., 1997). The result that MPA + E2 treat-
ment did not affect ETP suggests that E2 reversed the MPA
effect on ETP. Furthermore, it suggests that additional mecha-
nisms are responsible for the observed pro-thrombotic effect
of MPA + E2 treatment.
In search of these additional mechanisms underlying the
anti-atherogenic effects of MPA and the prothrombotic effect
of MPA and MPA + E2, plaque composition was determined.
MPA + E2 decreased a-SM-actin accumulation in plaques of
the aortic root, which reflects either reduced SMC content
and/or reduced differentiation of SMC (Yoshida et al., 2007).
These effects on SMC could be of significance, because less
SMC accumulation is considered to weaken fibrous caps and
de-differentiated SMC are synthetically more active and
might therefore support neointimal expansion and luminal
narrowing. In addition, HA content was increased in response
to MPA + E2 whereas collagen remained unaffected. HA is a
carbohydrate component of the ECM that is thought to
support SMC proliferation and migration (Evanko et al., 1999)
as well as intimal ECM expansion and is thus likely to be a
promoter of luminal narrowing during the course of athero-
sclerosis (Toole et al., 2002). In addition, HA has been pro-
posed as a pro-thrombogenic matrix component, because
dramatic accumulation of HA occurs at the luminal surface of
human eroded plaques that caused fatal coronary thrombosis
(Kolodgie et al., 2002). Therefore, increased HA content of
atherosclerotic plaques might be involved in the increased
thrombotic response in the present model especially in
response to MPA + E2. The increase of HA and the decrease of
SMC became significant only in the combination group sug-
gesting additive effects of MPA and E2 on these parameters
and possibly providing a mechanism for the increased throm-
botic response in the combination group.
In addition to the increased ETP and increased HA accumu-
lation other mechanisms may contribute to the pro-
thrombogenic effect of MPA and MPA + E2 as well. For
instance, changes in gene expression within the vascular wall
such as increased expression of thrombin receptors in vascu-
lar SMC have been described before (Herkert et al., 2001). In
addition, down-regulation of endothelial NO synthase in
endothelial cells (Zerr-Fouineau et al., 2007) or up-regulation
of NADPH oxidase activity (Wassmann et al., 2005) have been
reported in response to MPA. Interestingly, MPA has been
shown to favour coronary vasospasm in monkeys, which
might also confer increased cardiovascular risk (Miyagawa
et al., 1997). Taken together, the prothrombotic effect of MPA
might be related to increased thrombin formation and/or in
the case of the combination treatment due to the remodelling
of the arterial wall including increased levels of HA. Future
studies are needed to address the role of HA-rich ECM in the
arterial responses to MPA and MPA + E2.
Despite the pro-thrombotic effect of MPA discussed earlier,
the present results demonstrated that MPA reduced the
extent of atherosclerosis in the present ApoE-/--model by
about 20%. It is known that ApoE deficient mice can
develop atherosclerosis prior to the development of endot-
helial dysfunction (Fransen et al., 2008) and that endothelial
dysfunction is associated with atherosclerotic plaques
(Crauwels et al., 2003). Here we report that endothelium-
dependent relaxation in response to ACh was not affected in
either treatment group, thereby excluding improvement of
endothelial function as a mechanism underlying the anti-
atherosclerotic MPA effect. In contrast, vasorelaxation in
response to SNAP was significantly impaired after MPA treat-
ment suggesting increased degradation of exogenously
formed NO, e.g. through oxidation (d’Uscio et al., 2001). A
potential mechanism of the anti-atherosclerotic action of
MPA may be that MPA does not only activate progesterone
receptors, but also has partial agonistic effects on androgen
receptors and glucocorticoid receptors (Poulin et al., 1989;
Poulin et al., 1991). The androgenic effect of MPA has been
suggested to mediate anti-inflammatory actions during ath-
erosclerosis in postmenopausal women (Wakatsuki et al.,
2002). Koubovec et al. (2004) showed that MPA reduces
cytokine expression in mouse fibroblasts and mediates anti-
inflammatory effects through the glucocorticoid receptor.
Thus the anti-atherosclerotic effect of MPA detected in the
present study might be attributable to both its androgenic
and/or glucocorticosteroid properties.
Taken together, the present results on arterial thrombosis in
response to MPA in mice are compatible with the clinical
findings that HRT with oestrogens and MPA is associated with
increased risk of MI and stroke (Hulley et al., 1998; Rossouw
et al., 2002; Anderson et al., 2004; Rossouw et al., 2007;
Vickers et al., 2007). The present study demonstrated that
MPA was strongly pro-thrombotic either alone and in combi-
nation with E2, although atherosclerosis was inhibited. Pos-
sible mechanisms include increased thrombin formation and
changes in vascular gene expression resulting in altered
plaque matrix and SMC phenotype. It might be of clinical
interest to evaluate in future studies whether the pro-
thrombotic effect can be differentiated from the anti-
atherosclerotic effect by use of alternative progestins that
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differ from MPA with respect to agonism and antagonism on
other steroid receptors.
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Abstract Clinical studies revealed unfavorable effects of
hormone replacement therapy in postmenopausal women
despite strong evidence for vasoprotective effects of
estrogen in animal models. Therefore, an attempt was made
to address adverse effects of estradiol on atherosclerosis,
endothelial function, and thrombosis in a murine model of
atherosclerosis. ApoE-/- mice were bilaterally ovariecto-
mized (OVX) and substituted with placebo or 17-b-Estra-
diol (E2, 1.1 and 6.6 lg/day) on Western diet for 90 days.
Low-dose E2 (1.1 lg/day) treatment significantly increased
atherosclerotic plaque score, whereas high-dose E2 (6.6 lg/
day) reduced aortic plaque burden. The proatherosclerotic
effects of low-dose E2 were associated with decreased total
collagen in aortic root lesions and impaired acetylcholine
(ACh)-induced vasorelaxation of aortic rings. On the con-
trary, OVX compared with control reduced atherosclerosis,
increased fibrillar collagen and improved endothelial
function. The thrombotic response as measured in a
photothrombosis model was not significantly altered by E2
or OVX. Taken together, differential effects on athero-
sclerosis of the clinical relevant low-dose E2 compared
with high-dose E2 were demonstrated. Importantly, the
presented experimental conditions provide a model to
study the untoward vascular effects of E2 in the context of
accelerated and advanced atherosclerosis.
Keywords Estrogen  Hormone replacement therapy 
Atherosclerosis  Endothelial function
Introduction
Until 2002 a large body of evidence led investigators to
conclude that postmenopausal hormone therapy using
estrogens or combined estrogen plus progestin protects
from atherosclerosis and coronary heart disease [11, 16,
17]. This concept has been supported by numerous animal
studies. For example, Bourassa et al. reported that 17-b-
Estradiol (E2, 6–28 lg/day) reduces atherosclerotic lesion
development in ApoE-/- mice on Western diet [5]. Elhage
et al. [9] described that E2 (0.17–8.3 lg/day, 60 days)
prevents fatty streak formation in ApoE-/- mice fed a
chow diet. Today the concept of E2 being unrestrictedly
atheroprotective is questioned in the light of several ran-
domized controlled trials that have failed to prove a bene-
ficial effect of hormone replacement therapy (HRT) using
conjugated equine estrogens in postmenopausal women or
even showed adverse effects [3, 13, 21]. Different attempts
have been undertaken to explain the unfavorable clinical
results of HRT beginning with the concept of dose-
dependency and the importance of the duration of E2
treatment [2]. Another interpretation is the ‘‘timing-
hypothesis’’ which emphasizes the time at which E2 sub-
stitution is started as most important factor [4]. Currently,
long-term HRT for prevention of cardiovascular events or
osteoporosis is no longer recommended. This might be
especially important for women with preexisting coronary
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heart disease (CHD) or increased cardiovascular risk fac-
tors such as dyslipidemia, obesity, diabetes and genetic
predisposition for development of atherosclerosis.
These clinical results have also questioned the relevance
of the animal models that demonstrated strong inhibition of
atherosclerosis by E2. Therefore, the aim of the present
study was to revisit the effects of E2 on murine athero-
sclerosis. To mimic more closely the clinical situation of
postmenopausal women with high risk of coronary heart
disease which did not benefit from HRT the chronic effects
of low-dose E2 in ovariectomized ApoE
-/- mice on high
fat, high-cholesterol diet were studied.
Materials and methods
Animals
Homozygous ApoE-deficient mice (strain: Maeda) were
obtained from Taconic M&B (Denmark). Mice were kept in
a 12-h light/dark cycle with access to food and water
ad libitum. Mice were randomly assigned to four treatment
groups, namely control, ovariectomy (OVX), placebo OVX,
E2 OVX. Bilateral ovariectomy was conducted at weaning
(age 28 days). At 42 days of age placebo pellets or slow-
release hormone pellets (Innovative Research of America)
prepared to dispense 1.1 or 6.6 lg/day E2 for a time period
of 90 days were implanted subcutaneously. Starting at the
day of pellet-implantation, mice were fed a Western-type
diet containing 21% butter-fat and 0.15% cholesterol by
weight (ssniff, Germany). The experimental design is
summarized in Fig. 1a. All experiments were performed
according to the guidelines for the use of experimental
animals as outlined in the ‘‘Deutsches Tierschutzgesetz’’
and according to the ‘‘Guide for the Care and Use of Labo-
ratory Animals’’ (NIH publication 85-23, revised 1985).
Histochemistry and immunohistochemistry
Animals were perfusion fixed with 4% paraformaldehyde
(PFA); tissues were excised and fixed with 4% PFA (4 h)
and transferred to 20% sucrose (overnight) before embed-
ding at -40C in Tissue Tek medium according to routine
procedures. Aortic root sections (14 lm) were fixed in ice-
cold acetone or ethanol for 15 min at 4C. Primary antibody
against smooth muscle a-actin (a-SM-actin, 1:50, abcam)
was used. a-SM-actin was detected by a sheep-anti-rabbit
Cy3 conjugate (1:200, SIGMA). Affinityhistochemistry of
hyaluronan was performed with biotinylated HA binding
protein (2 lg/ml, Seikagaku, Japan), detected with Strep-
tavidin-FITC (1:200, Dako, Hamburg). Macrophages were
detected by an antibody against mac2 (1:400, Cedarlane,
Burlington, Canada) and a Rhodamine Red-X conjugated
goat anti-rat IgG (preadsorbed to rodent, 1:400, Jackson
ImmunoResearch, Suffolk, UK) was used as a secondary
antibody. Collagen accumulation was detected by picrosi-
rius red staining and fibrillar collagen was analyzed by
polarized light microscopy and birefringence analysis.
Lipid deposition was determined by Oil-red-O staining
of the entire aorta.
Image analysis
Images of all stainings were captured at 409 magnification
using a BX-50 microscope (Olympus) and ColorView II
camera (Soft Imaging System) and AnalySIS 3.2 software
(Soft Imaging System). For quantification of a-SM actin,
mac2, hyaluronan and collagen staining ImageJ 1.37v
software (National Institutes of Health) was used. A color
deconvolution tool was applied to 8-bit converted images
to filter out the positively stained areas. Choice of threshold
values and quantification of threshold-marked areas were
performed as previously described [7]. Measurements from
at least five sections were averaged.
Contraction–relaxation experiments
Endothelial function was examined ex vivo in 5 mm tho-
racic aortic ring segments by cumulative addition of ace-
tylcholine (10-9–10-5 M) as previously described [22].
Two aortic rings were taken from each animal, measured
and the resulting data were averaged.
Fig. 1 Plaque burden in response to E2. a Experimental design. Two
weeks after OVX either placebo or sustained release E2 pellets were
implanted subcutaneously at the neck and atherosclerosis was analyzed
after 90 days. b Oil-red-O stained aortas from OVX mice substituted
with placebo or E2 (1.1 lg/day) and c high-dose E2 (6.6 lg/day). d, e
Quantitative analysis of plaque burden. Data represent mean ± SEM;
n = 18–20 in b and n = 4–18 in c; *p \ 0.05
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Photochemical induction of thrombosis
Thrombosis of the right carotid artery was induced by
injection of Rose Bengal and subsequent irradiation using a
green light laser as previously described [25]. Time to first
occlusion was defined as the time when blood-flow first
ceased to zero. Time to stable occlusion was defined as the
time at which blood-flow stayed at zero for C10 min. The
frequency of flow-recovery was determined in the interval
between first and stable occlusion. Every time when the
blood-flow increased to more than 0.09 ml/min after a
transient occlusion was defined as one event of flow-
recovery. The sum of these events was set as frequency of
flow-recovery. Two out of ten OVX placebo mice died
before stable occlusion and were excluded.
Statistical analysis
Data are presented as mean ± SEM of the number of (n)
mice. Because the assumption of normal distribution can
only be tested for n [ 25; normal QQ-Plots with 95%
confidence region were visually inspected. Because there
was no need to reject the assumption of normality two-
tailed unpaired Student’s t test was used to compare pla-
cebo OVX and E2 OVX groups as well as control and OVX
groups. Statistical significance among the dose–response
curves was analyzed by two-way analysis of variance. P
values \0.05 were considered as statistically significant.
Results
Increased atherosclerosis in response to E2
in ovariectomized ApoE-/-mice
Two weeks after ovariectomy ApoE-/- mice were fed with
Western diet containing 21% fat and 0.15% cholesterol for
13 weeks (Fig. 1a). On this diet the animals develop
quickly progressing atherosclerosis. By implanting subcu-
taneous extended-release E2 pellets a low dose of E2
(1.1 lg/day) was applied to mimic the cautious use of low-
dose E2 in women receiving HRT. After 13 weeks of
atherogenic diet the E2 treatment resulted in 5% plaque
burden as evidenced by oil red O staining of the entire aorta
(Fig. 1b, d). This effect was observed reproducibly in three
experimental sets of animals amounting to a total n = 18–
20. Since previously other groups have reported strong
anti-atherogenic effects of higher doses of E2 in ApoE
-/-
mice, we thought to determine if a high dose of E2 would
be atheroprotective under our experimental conditions.
Indeed, in line with the previous work 6.6 lg/day E2
caused a strong reduction of the plaque burden (Fig. 1c, e)
under the same conditions where 1.1 lg E2/day increases
atherosclerosis (Fig. 1b, d). Thus, the low dose of E2
played the key role in mediating adverse vascular effects of
E2 in ovariectomized ApoE
-/- mice on Western diet.
Estradiol reduces total plaque collagen
in ovariectomized ApoE-/-mice
Subsequently, a thorough analysis of the composition of
atherosclerotic lesions in response to subcutaneous E2 was
performed to gain further insight into the effects of E2.
With respect to plaque architecture the content of smooth
muscle cells (SMC) and collagen are thought to confer
stabilizing functions and macrophages and hyaluronan are
thought to promote atheroprogression. Immunohistochem-
ical detection of a-SM-actin revealed no significant chan-
ges of SMC content in response to E2 (Fig. 2a). However,
total collagen was decreased as shown by Sirius red
staining. Furthermore, a trend to decreased fibrillar colla-
gen was observed as evidenced by birefringence analysis of
Sirius red staining using polarized light. Immunohisto-
chemistry of the mac2 antigen and affinityhistochemistry
of hyaluronan revealed no effects of E2 on these parame-
ters. Taken together, the chronic treatment with E2 mainly
resulted in a decrease of total collagen content of athero-
sclerotic plaques and trends to decreased fibrillar collagen
and SMC content (Fig. 2).
Impaired endothelium dependent relaxation of the aorta
in response to E2
In the light of the unexpected proatherosclerotic effect of
low-dose E2 a search for underlying mechanisms was
conducted. First, endothelial function was characterized
and second the thrombotic response was determined.
Endothelial function was assessed by ACh-dependent
relaxation of aortic rings as an established measure of
endothelial NO release. A right shift of the dose–response
curve of ACh was documented (Fig. 3a) suggesting
impaired endothelial function in atherosclerotic animals
treated with E2. This was confirmed by significantly
increased EC50 of ACh dependent relaxation (Fig. 3b).
1
Subsequently, the thrombotic response was determined in
the model of photochemical injury of the left carotid artery.
These experiments revealed no differences in the time to
stable occlusion suggesting no effect of E2 on thrombosis
(Fig. 3c). However, the propensity of established thrombi
to resolve or detach prior to becoming stably occlusive
showed a strong trend towards more stable thrombi after E2
treatment (decreased frequency of flow recovery, Fig. 3d).
1 Endothelium independent relaxation to the NO-donor S-nitroso-
N-acetylpenicillamine (SNAP) was not changed in response to E2
(data not shown).
Basic Res Cardiol
123
Therefore, analysing endothelial function and thrombotic
response revealed that the endothelium became dysfunc-
tional under E2 treatment without causing a manifest pro-
thrombotic state.
Reduction of endogenous estrogen secretion
by ovariectomy reduces atherosclerosis
Uterine weights were determined in order to prove that
subcutaneous E2 administration resulted in physiological
E2 activity. The tropic effect on the uterus of subcutane-
ously administered E2 was clearly detectable as shown in
Fig. 4a. Since the substitution of low-dose E2 increased
atherosclerosis, it was next tested whether surgical ablation
of endogenous E2 secretion may have the opposite effect
compared with control ApoE-/- mice. Thus, control and
ovariectomized ApoE-/- mice were subjected to the same
experimental protocol as detailed in Fig. 1a. Uterine atro-
phy in response to ovariectomy occurred as expected
(Fig. 4b). Importantly, aortic plaque burden was reduced in
ovariectomized mice compared with control (Fig. 5).
Analysis of plaque composition revealed increased aSM
actin staining indicating increased SMC content of the
plaques and a trend towards increased fibrillar collagen
accumulation in OVX mice (Fig. 6). Macrophage retention
and hyaluronan accumulation were not changed by
ovariectomy (Fig. 6). Therefore, ovariectomy had inhibi-
tory effects on atherosclerosis and changed plaque com-
position in the opposite direction as compared with E2
substitution (compare to Fig. 2), which supported the
conclusion that physiological E2 promotes progression of
atherosclerosis under the current experimental conditions.
Ovariectomy improves endothelial function
in ApoE-/- mice
Next the effect of ovariectomy on endothelial function after
13 weeks of Western diet was determined. As shown in
Fig. 7a the dose–response curve of ACh induced relaxation
of aortic rings was shifted to the left, indicating an
improved responsiveness. This was verified by the lowered
EC50 for ACh.
2 Clearly, these results show that lack of
endogenous E2 improved endothelial function in this severe
model of atheroprogression. Furthermore, although no
significant differences were detected in the in vivo model
of thrombosis (Fig. 7c, d) a trend towards more frequent
flow recoveries was observed which is complementary to
the reduced flow recoveries after E2 treatment (compare
Fig. 3d).
Fig. 2 Effect of OVX and
OVX ? E2 on plaque
composition at the aortic root.
OVX mice received placebo or
E2 (1.1 lg/day). a Aortic root
sections stained for a-SM-actin
(red), b total collagen as
determined by sirius red
staining, c birefringence
analysis of fibrillar collagen
using polarized light for
inspection of sirius red stained
sections, d Double
immunohistochemistry of
hyaluronan (green) and mac2
(red) to detect macrophages.
Quantitative image analysis is
presented in the bar diagrams to
the right. Data represent
mean ± SEM; n = 6–9;
*p \ 0.05
2 In contrast, relaxation of aortic rings in response to SNAP was not
altered by OVX (data not shown).
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Discussion
The present study clearly showed that treatment of
ovariectomized mice with low doses of E2 increased ath-
erosclerosis, whereas high doses of E2 inhibited athero-
sclerosis as described before. Furthermore, the effects of
low-dose E2 were complemented by the effects of ovari-
ectomy which resulted in effects on atherosclerosis, plaque
composition and endothelial function in the same order of
magnitude, but in the opposite direction. Thus, the response
to ovariectomy further supported the conclusion drawn
from E2 treatment that low, near physiological levels of E2
promote atherosclerosis under the current experimental
conditions. The efficiency of ovariectomy and subcutane-
ous E2 application were validated by the appropriate effects
on uterine weights. Furthermore, the number of animals
used for the determination of atherosclerosis (n = 18–20)
represent the most robust group size compared with all
other studies published in the past. The responsible
mechanisms might involve impaired endothelial function
and changes in cellular and matrix composition. In the
present study decreased endothelium-dependent relaxation
occurred in response to chronic E2 treatment. In line with
our findings, Darblade et al. [8] also showed impaired
ACh-dependent vasodilation after long-term treatment with
E2. With respect to plaque composition, OVX increased
and E2 partially reduced a-SM-actin accumulation in pla-
ques of the aortic root which might be due to decreased
SMC content or reduced differentiation of SMC [26]. This
is in line with inhibition of SMC differentiation by estrogen
receptor a in human aortic SMC in vitro [18]. The effects
of OVX and hormone treatment on endothelial function
might be of significance since impaired endothelial func-
tion is thought to precede the development of atheroscle-
rosis in man [20] and to a lesser extent also in mice [6, 24].
It is conceivable that a prothrombotic state may also
Fig. 3 Endothelial function and thrombotic response. a ACh-dose–
response curves of aortic rings prepared from OVX mice treated with
subcutaneous placebo pellets or sustained release pellets with low-
dose E2 (1.1 lg/day), b EC50-values for ACh. Data represent
mean ± SEM; n = 4–6, *p \ 0.05. Thrombotic response was deter-
mined in vivo after injection of Rose Bengal and laser injury of the
carotid artery. c times to stable occlusion from OVX and ApoE-/-
mice receiving low-dose E2 (1.1 lg/d), d frequency of flow-recovery
as a measure of thrombus stability in OVX versus E2. Data represent
mean ± SEM; n = 7–8
Fig. 4 Uterine weights. Representative pictures of uteri and uterine
weights from a OVX mice receiving placebo or E2 (1.1 lg/d) and b
control versus OVX mice. Data represent mean ± SEM; n = 4–12,
*p \ 0.05
Fig. 5 Plaque burden is reduced by OVX. Oil-Red-O stained aortas
from ApoE-/- controls versus ovariectomized ApoE-/- mice. Data
represent mean ± SEM; n = 17–20, *p \ 0.05
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contribute to the atherogenic effects of low-dose E2 in the
present study because the observed trend to increased
thrombus stability may point into this direction. However,
future studies are needed to address the molecular path-
ways in detail.
In the past, the animal models have shown that E2 can
inhibit atherosclerosis and many molecular mechanisms
how E2 mediates vasoprotective effects have been ele-
gantly identified such as reduction of oxidative stress or
anti-inflammatory effects [1, 12, 14, 15, 19]. However,
there have also been few animal studies that suggested
adverse effects of E2 on vascular function, e.g. Darblade
et al. [8] reporting impaired endothelial function. In post-
menopausal women administration of E2 clearly failed to
mediate protection from cardiovascular events [3, 13, 21,
23], and this was not predictable from the numerous reports
on anti-atherosclerotic E2 actions in experimental animals.
From the current results the question arises why pro-
atherogenic effects of E2 were detected in this experimental
setting. Previous studies used other protocols and mostly
much higher doses of E2 (3–28 lg E2/day) [5, 10]. From
the present experiments it is also certain that the dose made
a difference, because we found strong inhibitory effects of
E2 as well, if E2 was administered at a sixfold higher dose
(6.6 lg/day). These high doses are, however, not relevant
for translation into the clinical situation where the lowest
possible concentrations are used for HRT in order to
Fig. 6 Effect of OVX on
plaque composition at the aortic
root. Atherosclerotic plaques at
the aortic root were analyzed in
ApoE-/- mice without and after
OVX at the age of
approximately 19 weeks. a
Aortic root sections stained for
a-SM-actin (red), b Total
collagen as determined by sirius
red staining, c Birefringence
analysis of fibrillar collagen
using polarized light for
inspection of sirius red stained
sections, d Double
immunohistochemistry of
hyaluronan (green) and mac2
(red) to detect macrophages.
Quantitative image analysis is
presented in the bar diagrams to
the right. Data represent
mean ± SEM; n = 6–9,
*p \ 0.05
Fig. 7 Endothelial function and thrombotic response. Endothelium
dependent relaxation was determined ex vivo and the thrombotic
response was assessed in vivo. a ACh-dose–response curves of aortic
rings prepared from control ApoE-/- mice or ApoE-/- mice after
ovariectomy (OVX). b EC50-values for ACh. Data represent
mean ± SEM; n = 5–7, *p \ 0.05. Thrombotic response was deter-
mined in vivo after injection of Rose Bengal and laser injury of the
carotid artery. c Times to stable occlusion from control or OVX
ApoE-/- mice, d frequency of flow-recovery as a measure of
thrombus stability in control versus OVX mice. Data represent
mean ± SEM; n = 8
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minimize adverse effects on the thrombotic risk and hor-
mone-dependent malignancies. High doses of estrogen
(exceeding the physiological range several fold) alone or in
combination with progestins are not longer used.
Furthermore, we chose to start the E2 treatment in adult
mice 2 weeks after ovariectomy, which can be considered
as an experimental menopause, and we chose to accelerate
the development of atherosclerosis by feeding a high-fat,
high-cholesterol Western diet for 13 weeks. These exper-
imental conditions share some features which are the basis
of the timing hypothesis [4]. The timing hypothesis pro-
poses that the detrimental effects of HRT in elderly women
are dependent on a missed window of opportunity during
which estrogens may have had beneficial effects. In fact,
women after menopause with preexisting atherosclerosis
and high risk of coronary heart disease experience an
increased risk of adverse cardiovascular effects in response
to HRT [13, 21].
Taken together, the assumption that low-dose estrogens
protect against coronary heart disease has been challenged
in large clinical trials [3, 13, 21]. From these studies it was
concluded that HRT not only failed to be protective against
coronary heart disease but even worsens cardiovascular
outcomes and the risk of stroke. In consequence, long-term
HRT is not anymore recommended. In the light of the
clinical findings, the present study employing lower E2
doses in a model of accelerated atherosclerosis might
resemble more closely the clinical findings and may be
useful in the future to investigate mechanistic aspects of
adverse estrogen effects on progression of atherosclerosis.
Therefore, the main value of the present study is that for
the first time an experimental mouse model is presented
that allows studying detrimental effects of E2 on athero-
sclerosis and endothelial function. This model could, for
example, be used to study the effects on atherosclerosis of
different progestins in combination with E2 or of other
combination treatments aiming to oppose the detrimental
effects of HRT.
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produkte.
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